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Capítulo 1
Introducción
1.1. Homeostasis proteica celular
Las células deben pugnar continuamente con proteínas mal plegadas que comprometen el
balance homeostático y ponen en peligro la viabilidad celular. Desde que las cadenas polipep-
tídicas emergen del ribosoma están expuestas a una serie de interacciones potencialmente
dañinas. El medio intracelular altamente saturado de macromoléculas (200-400mg/ml depen-
diendo del organismo) potencia la interacción inespecífica de las proteínas recién sintetizadas
y aunque éstas lleguen a adquirir sus estructuras correctas, a lo largo de la vida celular pueden
sufrir cambios en su estructura que comprometan su funcionalidad, consecuencia de procesos
fisiológicos normales, mutaciones desestabilizantes, condiciones de estrés o cambios metabóli-
cos como envejecimiento o cáncer (Ellis, 2001; Lee y Tsai, 2005; Zimmerman y Minton, 1993).
Actualmente, el plegamiento incorrecto de proteínas está considerado como una de las princi-
pales causas de las enfermedades neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson, Huntington, ...)
caracterizadas por depósitos celulares de proteínas agregadas (Lee y Yu, 2005; Muchowski y
Wacker, 2005).
Considerando la cantidad de energía que la célula emplea para la síntesis de una nueva
cadena polipeptídica, no es sorprendente que las células hayan desarrollado una elaborada
maquinaria molecular que monitorize y preserve la homeostasis proteica mediante estrategias
paralelas e interconectadas que se centran en el plegamiento, degradación o acumulación en
distintos compartimentos de especies potencialmente peligrosas (Figura 1.1) (Chen y cols.,
2011). El reconocimiento selectivo de proteínas no nativas es el primer paso para su control
a través de cualquiera de los tres citados sistemas anteriores. Las chaperonas moleculares son
los candidatos idóneos para realizar esta tarea gracias a su habilidad para interaccionar con
intermediarios de plegamiento. Por ello todos los aspectos de la homeostasis proteica dependen
de este grupo de proteínas e intervienen en cada una de las estrategias (Ellis, 1996; Ellis y
van der Vies, 1991; Fink, 1999; Hartl y Hayer-Hartl, 2002; Hendrick y Hartl, 1995; Hohfeld y
cols., 2001).
1.1.1. Plegamiento
En las células eucariótas existen dos sistemas distintos de plegamiento regulados por chap-
eronas; las chaperonas asocidadas al sistema de síntesis de proteínas (CLIPS (Chaperone-
LInked Protein Synthesis)) que físicamente están unidas a la maquinaria de traducción ayu-
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dando al plegamiento de proteínas recién sintetizadas (Albanese y cols., 2006) y las proteínas
de choque térmico (Hsps (Heat shock proteins)) que completarían el plegamiento hasta un
estado funcional de la proteína (Craig y cols., 1993) (Figura 1.1 A). Éstas últimas serán
abordadas con mayor detalle en sucesivos capítulos.
1.1.2. Degradación
Cuando las actuaciones de plegamiento de las chaperonas son infructuosas, éstas son
dirigidas hacia dos rutas proteolíticas mayoritarias (Figura 1.1 B): el sistema ubiquitina-
proteosoma (UPS, Ubiquitin-Proteasome System) y el sistema autofágico lisosomal. En con-
traste con la rápida y selectiva degradación que caracteriza al UPS, la degradación lisosomal
o autofagia ha sido clasificada durante años como un proceso no selectivo. (Arias y Cuervo,
2011; Ciechanover, 1998)
El UPS participa en la regulación de la homeostasis mediante una destrucción selecti-
va de proteínas mal plegadas generadas en las células eucariotas (Nandi y cols., 2006). Este
sistema se compone de una compleja cascada de enzimas y muestra un alto grado de especifi-
cidad hacia sus sustratos, que comparten sitios de reconocimiento comunes con las chaperonas
molecularesactuando ambos sistemas de manera conjunta (Imai y cols., 2003).
La mayor parte de las proteínas defectuosas son covalentemente unidas a la ubiquitina, una
proteína de 76 aminoácidos altamente consevada. La formación de cadenas de polibuquitina an-
cladas a las proteínas funcionan como marcador para la digestión proteolítica por la subunidad
26S del proteosoma. Los organismos procariotas no poseen ubiquitina, pero recientemente se
ha descubierto una proteína con funciones similares denominada Pup (Prokariotic ubiquitin-
like protein) (Striebel y cols., 2013). La conjugación de la ubiquitina al sustrato comprende
una cascada de eventos enzimáticos (enzimas E1, E2, E3 y E4) que consisten en una fase de
iniciación, donde la ubiquitina es activada y unida covalentemente al sustrato y una fase de
polimerización, donde se forman cadenas multiubiquitinadas capaces de ser reconocidas por
el proteosoma (Ciechanover, 1998; Hershko y Ciechanover, 1998).
El proteosoma es la estructura principal que participa no solo en la proteólisis regulada, re-
ponsable de la selectiva y rápida destrucción de un amplio abanico de proteínas biológicamente
importantes, sino que supone un sistema de degradación masiva de proteínas mal plegadas
generadas en la célula (Bochtler y cols., 1999). Es un complejo proteico más primitivo que
el sistema de ubiquitina y ha sido identificada tanto en procariotas como en los ancestros
de arqueobacterias. Las estructuras del proteosoma obtenidas por cristalografía de rayos X y
microscopía electrónica muestran estructuras cilíndricas formadas por un núcleo proteolítico,
20S, unido a distintos complejos moduladores de su actividad en sus extremos (da Fonseca y
Morris, 2008; Kim y cols., 2010; Stadtmueller y Hill, 2010). La subunidad 20S es la encargada
de degradar péptidos y proteínas no plegadas o que han perdido su estructura correcta de
manera ATP-independiente, sin embargo no puede degradar los conjugados con ubiquitina.
Los sitios activos proteolíticos del 20S están dentro del lúmen de este complejo para evitar una
degradación no específica de proteínas celulares y los extremos de esta estructura se abren y
cierran para permitir el paso de los polipéptidos al interior de la cavidad. Asociados a estos
extremos existen una serie de activadores que inducen la apertura del 20S para el acceso de los
sustratos y estimulan su actividad proteolítica. El conjunto 20S y el regulador 19S, constituye
el proteosoma enzimáticamente activo o 26S. Además otros reguladores como el 11S interaccio-
nan con la maquinaria Hsp70/Hsp90 transfiriendo al proteosoma proteínas desnaturalizadas
por calor.
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Los lisosomas son compartimentos celulares de tamaño variable delimitados por una
membrana que contienen enzimas hidrolíticas capaces de degradar productos que provienen
del exterior celular (heterofagia) u orgánulos y macromoléculas del interior celular (autofagia)
(Dice y cols., 1990; Lamb y cols., 2013). Entre los sistemas de autofagia descritos en mamíferos,
las chaperonas están implicadas en el sistema CMA (Chaperone-Mediated Autophagy) que es
un mecanismo selectivo para la degradación de proteínas solubles citosólicas que se activa
en procesos de privación de nutrientes, estrés oxidativo suave o después de la exposición a
compuestos tóxicos. El reconocimiento individual de proteínas, su desnaturalización previa a
la degradación y translocación dentro de los lisosomas, constituyen las bases de este sistema
(Arias y Cuervo, 2011; Cuervo, 2011; Kaushik y Cuervo, 2012).
1.1.3. Aislamiento
Cuando las rutas anteriormente descritas se ven desbordadas, pueden formarse cuerpos
de inclusión que aislan espacial y funcionalmente proteínas defectuosas en compartimentos
celulares (Figura 1.1 C) (Kaganovich y cols., 2008; ?).
Recientemente se han descrito dos tipos de compartimentos observados en mamíferos y
levaduras(Kaganovich y cols., 2008). El JUNQ (juxtanuclear quality control) está asocia-
do con la superficie citosólica del retículo endoplasmático y contiene subunidades 26S del
proteosoma y algunas chaperonas como Hsp104. Este compartimento concentra proteínas de-
fectuosas solubles que pueden ser degradadas por el proteosoma o replegadas por chaperonas
citoplasmáticas, lo que hace mejorar la retirada de especies defectuosas del aglomerado medio
intracelular. Por otra parte, el IPOD (insoluble protein deposits) contiene agregados insolubles
de proteínas y previene que éstos sobrecarguen al proteosoma o recluten todas las chaperonas.
No se colocaliza con proteosomas pero sí está asociado al sistema de autofagia y se cree que
está localizado próximo a vacuolas y a vesículas autofágicas (Bagola y Sommer, 2008; Buch-
berger y cols., 2010; Chen y cols., 2011). La formación de ambos sistemas es dependiente de
microtúbulos y los dos mecanismos activos que requieren maquinarias de transporte celular
(Kopito, 2000).
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Figura 1.1: Control de calidad de proteínas mediado por chaperonas. El plegamiento de proteínas
recién sintetizadas o dañadas tras procesos de estrés celular constituye una rápida respuesta para salvaguardar
la estructura y funciones adecuadas de las proteínas, sin embargo en ocasiones el sistema de plegamiento puede
ser sobrepasado por la gran cantidad de proteínas defectuosas y las chaperonas dirigen a éstas hacia sistemas
que las eliminen, reciclándolas para recuperar su composición aminoacídica en el proteosoma y sintetizar nuevas
proteínas o degradarlas y exportarlas en lisosomas a través del sistema LAMP-2 del CMA. Como alternativa
a la pérdida proteica del punto anterior, la célula ha desarrollado orgánulos que aislan proteínas nocivas o
agregados y que están rodeados de chaperonas y proteosomas, lo que permirte recuperar las proteínas de su
interior de forma inócua para la célula o degradarlas y recuperar así sus aminoácidos
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1.2. El plegamiento de proteínas in vitro e in vivo
Las proteínas constituyen la parte central de todos los procesos biológicos y comprenden
en esencia, la maquinaria de trabajo celular. Son sintetizadas como cadenas polipeptídicas
lineales que gracias a las propiedades de sus enlaces peptídicos, presentan un alto grado de
flexibilidad estructural, lo que permite un gran abanico de posibles conformaciones (Fersht
y Daggett, 2002). Sin embargo, sólo una conformación, termodinámicamente más estable y
determinada por su estructura primaria, es la que marca el estado nativo de la proteína y la
que determina su función biológica (Dill y Chan, 1997).
El hecho de que una proteína purificada y desnaturalizada pueda replegarse de forma
espontánea en su conformación nativa tridimensional in vitro, ha establecido que la infor-
mación requerida para el plegamiento está contenida en la secuencia aminoacídica lineal de la
cadena polipeptídica, y que este fenómeno es un proceso espontáneo que no requiere energía
ni información extrínseca estérica que no esté ya contenida en el propio polipéptido (Anfin-
sen, 1973). Este modelo de plegamiento espontáneo es generalmente eficiente para proteínas
pequeñas o con dominios individuales que ocultan rápidamente los aminoácidos hidrófobos.
Sin embargo, las grandes proteínas compuestas por múltiples dominios a veces se pliegan de
forma incorrecta (Yon, 2001). Por ello se han establecido otros modelos (Figura 1.2) basados
en intermediarios de plegamiento con rutas concretas que minimizan el número de conforma-
ciones que se deben alcanzar durante el proceso (Levinthal, 1969) o modelos descritos mediante
panoramas energéticos, o plegamientos en embudo, con distintas rutas para alcanzar el estado
nativo final (Ben-Naim, 2012; Dill y Chan, 1997).
Figura 1.2: Modelos de plegamiento energético basados en intermediarios de plegamiento. A)
Representación en embudo del perfil energético del plegamiento de una proteína. El embudo superior muestra
la ruta que ha de seguir una proteína para su plegamiento en el que puede quedar atrapada en barreras
energéticas altas que no le permitan llegar a su estado nativo. El embudo inferior muestra el perfil energético
de la misma proteína ayudada por chaperonas moleculares que disminuyen las energías locales y favorecen la
adquisición de su estructura nativa. B) Representación del perfil energético en situaciones de plegamiento (en
verde) y agregación (en rojo). El equilibrio entre ambos fenómenos está regulado por la homeostasis proteica
celular.
Las condiciones de plegamiento de las proteínas in vivo difieren en gran medida a las de los
experimentos realizados in vitro. En un ambiente intracelular saturado de proteínas diferentes
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y distintos tipos de macromoléculas , la concentración de éstas dentro de las células es tan
alta (200-400 mg/ml) que una gran proporción del volúmen celular está ocupado físicamente,
potenciando la interacción inespecífica de las ya presentes y la incorrecta síntesis de las nuevas
(Ellis, 2001; Hartl y Hayer-Hartl, 2002; van den Berg y cols., 2000). Hay que mencionar
también que existen procesos celulares normales o fenómenos de estrés celular (cambios en el
pH, temperatura, osmolitos, etc.) que pueden provocar la pérdida de una estructura nativa ya
alcanzada, generando especies tóxicas que pueden llegar a causar patologías (van den Berg y
cols., 1999; Yon, 2001).
Dadas las circunstancias anteriores y puesto que casi no existen proteínas agregadas en
el medio intracelular, las células han tenido que desarrollar a lo largo de su evolución, bien
sistemas moleculares para eliminar las proteínas con conformaciones incorrectas, lo que im-
plica un gran gasto de energía no funcional o bien estrategias para minimizar la agregación.
(Hohfeld y cols., 2001; Imai y cols., 2003). Éste último punto ha sido desarrollado por una
compleja maquinaria proteica compuesta por chaperonas moleculares (Fink, 1999; Frydman,
2001; Martin y Hartl, 1997).
1.3. Las chaperonas moleculares
El concepto de chaperona molecular fue empleado por primera vez por Laskey en 1978 para
describir las propiedades de la nucleoplasmina, una proteína requerida para el ensamblaje de
nucleosomas en extractos de huevos de Xenopus (Laskey y cols., 1978). Este término fue
empleado por Ellis una década más tarde de forma más general para describir una clase
de proteínas celulares cuya función es la de asegurar el correcto plegamiento de numerosas
proteínas de nueva síntesis y su ensamblaje en estructuras oligoméricas (Ellis, 1996).
Hoy en día están englobadas dentro de la categoría de chaperona molecular todas aquellas
proteínas que median en el correcto ensamblaje y plegamiento de otras, pero que no forman
parte de las estructuras nativas de éstas y no proporcionan ninguna información estructural
en el proceso de plegamiento y por tanto están en consonancia con el dogma de Anfinsen (Ellis
y van der Vies, 1991).
1.3.1. Función de las chaperonas
Las proteínas que se engloban dentro de chaperona molecular han de cumplir tres funciones
fundamentales: la unión a un sustrato concreto, su modificación conformacional y su liberación
controlada (Hartl, 1995; Hendrick y Hartl, 1995; Walter y Buchner, 2002).
Para que una chaperona interaccione con un sustrato desplegado o parcialmente plegado,
éste debe exponer superficies hidrofóbicas o determinadas regiones desordenadas. La unión a
éstos difiere extensamente en su secuencia aminoacídica y en la conformación. Tras producirse
la interacción, las chaperonas producen cambios conformacionales en las proteínas sustrato
que rompen las interacciones no productivas y favorecen la ruta de plegamiento. Finalmente
el proceso de unión y liberación del sustrato suele estar acompañado de dos estados con mayor
y menor afinidad, cuya interconversión requiere del suministro de energía en forma de ATP o
en forma de interacciones con otros componentes denominados cochaperonas.
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1.3.2. Proteínas de choque térmico (Hsps)
Las primeras evidencias de la existencia de proteínas de choque térmico datan del año
1962 cuando se detectó la sobreexpresión de un conjunto de proteínas tras la incubación a
temperaturas elevadas de células procedentes de las glándulas salivarias de Drosophila (Ri-
tossa, 1963).
Actualmente se sabe que muchas condiciones adversas para la célula (incrementos rele-
vantes fisiológicos de temperatura, exposición a metales pesados, etanol, etc...) producen un
incremento de los niveles de expresión de las Hsps que promueven la capacidad de las células
para reparar y/o sintetizar nuevas proteínas que reemplacen a aquellas que fueron dañadas
después de la agresión (Becker y Craig, 1994; Craig y cols., 1993). Por ello, la respuesta al
choque térmico es comunmente conocida como respuesta al estrés y es un fenómeno funda-
mental de protección celular ante agresiones que ha sido observado en todos los organismos.
A pesar de que la designación y clasificación de las Hsps proviene de proteínas de estrés
(Tabla 1.1), se sabe que dichas proteínas se sintetizan también bajo condiciones normales
(constitutivas) y que en su papel de chaperonas moleculares intervienen en etapas tempranas
de plegamiento y/o ensamblaje de otras proteínas celulares y también estabilizan proteínas
en fase de maduración reduciendo la probabilidad de agregaciones o plegamientos incorrectos
(Burdon, 1986; De Maio, 1999; Riezman, 2004; Ritossa, 1996). Además, las chaperonas partic-
ipan en fenómenos de secreción, transporte, degradación de proteínas y regulación de factores
de transcripción entre otras funciones importantes (Nollen y Morimoto, 2002).
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Masa Miembros
Familia Molecular Eucariotas Procariotas Descripción
Hsp10 10 kDa Hsp10 GroES Son cochaperoninas oligoméricas que in-
teraccionan con la familia Hsp60, a las que
ayudan en su función plegadora (Horwich
y cols., 2006).
smHsp 10-30 kDa α-cristalina IbpA/B Las small Hsp son oligómeros de una masa
aproximada de 800 kDa. Poseen toleran-
cia al estrés y están implicadas en multi-
tud de procesos fisiológicos como apopto-
sis (Jakob y cols., 1993).
Hsp40 40 kDa Hsp40 DnaJ Poseen la capacidad de interaccionar con
la familia Hsp70, transfieriendo sustratos
a éstas y estimulando su hidrólisis de ATP
(Li y cols., 2009)
Hsp60 60 kDa CCT GroEL También denominadas chaperoninas, se
caracterizan por formar oligómeros de una
masa aproximada de 1MDa en forma de
cilindro en cuya cavidad se pliegan los sus-
tratos de manera dependiente de ATP. Se
ha descrito su interacción con proteínas
de la familia Hsp70 (Cuéllar y cols., 2008;
Llorca y cols., 2000)
Hsp70 70 kDa Hsp70 DnaK Es una de las familias de chaperonas más
abundantes en cualquier organismo y co-
labora en el plegamiento de una gran can-
tidad de sustratos de manera dependiente
de ATP. Gracias a su cooperación con
multitud de cochaperonas está implicada
en diversas funciones como transporte a
través de membranas o degradación de
proteínas (Mayer y Bukau, 2005).
Hsp90 86-94 kDa Hsp90 HtpG Son proteínas diméricas, dinámicas y muy
flexibles. Junto con las Hsp70s son las
chaperonas más abundantes. Reconocen a
una gran cantidad de sustratos muy difer-
entes estructuralmente y son reguladas
por multitud de cochaperonas (Jackson,
2012)
Hsp100 100 kDa ClpB, ClpA, Hsp104 Son proteínas oligoméricas dependientes
de ATP con una alta tolerancia a al-
tas temperaturas, capaces de desensam-
blar grandes estructuras proteicas y agre-
gados. Poseen otras funciones como induc-
tores de la degradación proteica y en la
regulación de la transcripción (Schirmer y
cols., 1996)
Hsp110 110 kDa Hsp110 - Pertenecen a la subfamilia de las Hsp70
por poseer una estructura similar a éstas.
Funcionan como intercambiadores de nu-
cleótidos de Hsp70 (Easton y cols., 2000)
Tabla 1.1: Clasificación de las Hsps. Se recogen las características adicionales a su función canónica como
chaperonas moleculares.
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1.4. La familia Hsp70
Las proteínas Hsp70 (Heat shock protein 70kDa) abarcan un conjunto de chaperonas molec-
ulares altamente conservadas, con una masa molecular en torno a los 70 kDa. Históricamente
esta familia de proteínas se identificó como un grupo de chaperonas expresadas en condi-
ciones de estrés que tienen un papel esencial en la prevención de la agregación y ayudan al
plegamiento en proteínas con estructuras incorrectas (Bukau y Horwich, 1998). Hoy en día
se ha demostrado que juegan también un papel esencial en condiciones normales en procesos
tales como el plegamiento de proteínas agregadas o de nueva síntesis, procesos de degradación
o control de factores de transcripción (Craig y cols., 1993; De Los Rios y cols., 2006; Hartl,
1995; Hayes y Dice, 1996; Sousa y Lafer, 2006). Todas estas actividades tienen su base en
la propiedad de estas chaperonas de intercaccionar con pequeños fragmentos hidrófobos de
proteínas de manera ATP dependiente (Mayer y Bukau, 2005). El amplio espectro de fun-
ciones celulares que realiza esta familia se produce no sólo por la diversificación de los genes
de Hsp70s en la evolución, que han dado lugar a chaperonas hsp70 especializadas, sino tam-
biñen por la cooperación con otros sistemas de chaperonas y cochaperonas para aumentar el
espectro de funciones (Cuéllar y cols., 2008; Mayer y Bukau, 2005; Meimaridou y cols., 2009).
Las Hsp70s constituyen una parte central en el sistema de chaperonas presente en la
mayoría de los compartimentos de las células eucariotas, eubacterias y en muchas arqueas. Se
estima que ayudan al plegamiento de entre el 10-20% de todas las proteínas bacterianas y
eucariotas durante el plegamiento de novo (Lanneau y cols., 2010). De todas las isoformas de
Hsp70s conocidas existen algunas muy bien caracterizadas como las eucariotas Hsc70 y Hsp70
ambas citosólicas, la primera constitutiva y la segunda expresada bajo condiciones de estrés.
BiP, presente en el retículo endoplasmático , mtHsp70 (que se encuentra en mirocondrias),
etc. (Daugaard y cols., 2007). Sin embarg la más estudiada hasta la fecha es DnaK presente
en E.coli (Genevaux y cols., 2007).
1.4.1. Estructura de Hsp70
El análisis de la secuencia de Hsp70 proviniente de diferentes organismos, muestra una ele-
vada conservación de secuencia y dos dominios estructurales y funcionales muy bien definidos
(Figura 1.3). El dominio N-terminal de unión a nucleótido (NBD, Nucleotide Binding Do-
main, 44 kDa) y el dominio C-terminal de unión a sustrato (SBD, Substrate Binding Domain,
25kDa). Uniendo los dos dominios se encuentra un lazo hidrófobo responsable de la comuni-
cación alostérica entre ambos.
Gracias a las distintas estructuras atómicas obtenidas mediante cristalografía de rayos X
y RMN (Resonancia magnética Nuclear) de los distintos dominios en ausencia y presencia
de ligandos así como estructuras completas de Hsp70, se ha alcanzado un elevado grado de
conocimiento en el mecanismo de funcionamiento de este grupo de chaperonas (Chang y cols.,
2008; Chou y cols., 2003; Jiang y cols., 2005; Kityk y cols., 2012; Morshauser y cols., 1999;
Wang y cols., 1998; Zhu y cols., 1996).
El dominio NBD es estructuralemente homólogo al de actina, hexoquinasa y glicero-
quinasa (Flaherty y cols., 1990). Consiste en dos lóbulos de igual tamaño (I y II) en forma
de V con una profunda hendidura en el medio. Estos lóbulos pueden ser subdivididos a su
vez en dos más pequeños (A y B). La actividad ATPasa de la proteína se encuentra en el
bolsillo de unión a nucleótidos situado en la parte baja de la “V”. Los grupos fosfato de los
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Figura 1.3: Estructura de Hsp70. Se muestra la estructura atómica de Hsp70 (PDB:2KHO) dividida en
sus dos principales dominios NBD y SBD conectados por un lazo de unión. En la parte inferior se representa
de manera esquemática la posición de los dominios en la secuencia aminoacídica.
nucleótidos unidos son coordinados por un ión Mg2+ y dos cationes K+ importantes para
la hidrólisis óptima del nucleótido (Palleros y cols., 1993). Las estructuras cristalográficas
disponibles del dominio NBD bovino, humano y bacteriano, indican que se producen cambios
conformacionales sutiles en respuesta a la unión del nucleótido o a su hidrólisis, mientras que
estudios de RMN han revelado un alto grado de flexibilidad de este dominio con movimientos
de inclinación relativos entre los subdominios IA/IIA y IB/IIB que permiten la apertura y
cierre de la hendidura en función del nucleótido unido (Bertelsen y cols., 2009; Flaherty y
cols., 1990; Gassler y cols., 2001; Sriram y cols., 1997).
El dominio SBD está formado por dos subdominios bien diferenciados. El primero de ellos
forma un motivo β-sandwich donde se encuentra la cavidad de unión al sustrato que además
de establecer interacciones directas con el péptido con el que interaccione, posee una superficie
potencial negativa que contribuye a la afinidad por sus sustratos. El segundo subdominio está
formado por cinco α hélices que establecen contactos con el dominio β-sandwich a través de un
conjunto de puentes de hidrógeno e interacciones iónicas (Fernandez-Saiz y cols., 2004; Moro
y cols., 2006). Mediante estas interacciones el dominio α-helicoidal constituye una cubierta
que actúa permitiendo la entrada y liberación del sustrato en el bolsillo de unión (Morshauser
y cols., 1999; Wang y cols., 1998; Zhu y cols., 1996) . Los últimos 30 aminoácidos no han
sido resueltos a excepción del cristal deuna construcción de C.elegans donde se observan unas
α-hélices responsables de los fenómenos de oligomerización de Hsp70 que se produce en pres-
encia de esta región de Hsp70 (Chou y cols., 2003; Worrall y Walkinshaw, 2007). Las Hsp70
citosólicas de eucariotas han conservado en su extremo C-terminal una región rica en GGXP
con un motivo desestructurado EEVD muy flexible que facilita la interacción con proteínas
con motivos TPR, en su mayoría cochaperonas.
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1.4.2. Ciclo conformacional y funcional de Hsp70
Las interacciones entre los dominios NBD y SBD son críticas para la función de Hsp70
existiendo una comunicación bidireccional, de manera que cambios estructurales en un dominio
se transmiten al otro y viceversa, lo que forma parte del ciclo conformacional de Hsp70
(Figura 1.4 A). La afinidad de los sustratos se ve incrementada tras la hidrólisis del ATP a
ADP y Pi, mientras que la unión del sustrato al SBD estimula la hidrólisis del ATP poniendo
de manifiesto un mecanismo alostérico (D’Silva y cols., 2005; Jiang y cols., 2005; Vogel y cols.,
2006; Zuiderweg y cols., 2012). A pesar de que existen interacciones electrostáticas e hidrófobas
entre varias regiones de los dominios NBD y SBD, se ha propuesto que la comunicación de
éstos se realiza a través de un lazo hidrófobo flexible y altamente conservado de 10 aminoácidos
considerado como elemento único y necesario para el control alostérico (Han y Christen, 2001;
Kityk y cols., 2012). Cuando el ATP se une al bolsillo del NBD, el lazo hidrofóbico induce
el cierre de la cavidad formada por los lóbulos IA y IIA mediante interacción directa con
los resíduos hidrófobos de la hendidura y propaga esos cambios hacia el SBD posibilitando
contactos directos entre los dos dominios (Jiang y cols., 2005). Tras la hidrólisis del ATP se
reestablecen las fuerzas electrostáticas e hidrofóbicas entre el NBD y SBD, que rompen los
contactos directos y funcionan éstos de forma independiente.
El principio básico del proceso de plegamiento mediado por Hsp70, reside en las interac-
ciones transitorias con péptidos desplegados a través del dominio SBD. El sitio de unión a
sustrato se abre periódicamente de forma independiente al estado nucleotídico del dominio
NBD, sin embargo los nucleótidos ATP o ADP modifican de forma diferente su frecuencia de
apertura y cierre, siendo mayor la velocidad de apertura que de cierre en el primer caso y
viceversa en el segundo (Erbse y cols., 2004; Swain y cols., 2006).
El ciclo funcional (Figura 1.4 B) comienza con la unión de ATP en la cavidad del
NBD, momento en el cual la chaperona es capaz de interaccionar con el sustrato ya que a
pesar de su baja afinidad, posee una alta relación de asociación/disociación por el mismo. La
hidrólisis de ATP es extremadamente lenta y se ve incrementada en torno a tres o cuatro veces
cuando la proteína une al sustrato peptídico gracias al control alostérico (Flynn y cols., 1991;
Gao y cols., 1994; McCarty y cols., 1995; Theyssen y cols., 1996). No obstante, esta velocidad
de hidrólisis no es lo suficientemente rápida y podría permitir una disociación temprana del
sustrato. Es por ello que en este momento del ciclo funcional se requiere la participación de
Hsp40 que estimula la actividad ATPasa de Hsp70 en torno a 1000 veces (Fan y cols., 2003).
El paso del ATP a ADP y liberación de Pi desencadena el cierre del subdominio α-helicoidal
del SBD atrapando los sustratos en la cavidad éste. El estado ADP en este caso, tiene una
alta afinidad por el sustrato pero una relación baja de asociación/disociación. La liberación del
ADP del sitio de unión a nucleótido es también lenta y por esa razón intervienen, como en el
caso anterior, unas moléculas denominadas Factores de Intercambio de Nucleótidos (Nucleotide
Exchange Factos, NEFs) como Bag-1, que inducen la disociación del ADP. La unión posterior
del ATP a Hsp70 permite la liberación del sustrato debido a su baja afinidad por éste, el cual
ya habrá adquirido la conformación nativa o, en su defecto, volverá a unirse a Hsp70 para
comenzar una nueva ronda de interacción con la chaperona o a otros sistemas de chaperonas
que se encuentren en la célula.
Mediante el ciclo funcional expuesto, Hsp70 no solo promueve el plegamiento de los sus-
tratos de forma activa, si no que de manera pasiva, mantiene la concentración libre lo suficien-
temente baja como para prevenir la agregación y permitir que los sustratos no unidos alcancen
su estructura nativa (Folder activity) (Goloubinoff y de los Rios, 2007; Mayer y cols., 2000).
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Figura 1.4: Ciclo conformacional y funcional de Hsp70. a) Representación del ciclo conformacional de
Hsp70. Se muestran la diferencias en el ángulo de apertura del NBD tras la unión de los distintos nucleótidos.
La zona helicoidal del dominios SBD (en verde) se aproxima a la zona de láminas-β (en amarillo) atrapando
al sustrato con mayor afinidad en el estado ADP. Los cambios conformacionales entre ambos dominios son
controlados alostéricamente por el lazo flexible (en azul) que se encuentra extendido en estado ADP y se esconde
en el estado ATP, posibilitando los contactos entre el NBD y SBD. b) Respresentación del ciclo funcional de
Hsp70. La estabilización de los diferentes estados conformacionales conducidos por el estado nucleotídico y
la unión del sustrato, son acelerados por Hsp40 y la intervención de intercambiadores de nucleótido (NEFs,
Nucleotide Exchange Factors) como Bag-1.
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A su vez mediante su cooperación con cochaperonas y otras chaperonas, puede asociarse con
proteínas nativas a través de zonas parcialmente desestructuradas e hidrofóbicas protegién-
dolos de interacciones intermoleculares inespecíficas (Holder activity) (Ben-Zvi y Goloubinoff,
2001; Slepenkov y Witt, 2002).
1.5. La familia HSP90
Las proteínas de la familia Hsp90 (Heat shock proteins 90 kDa) poseen una masa molecular
en torno a 90 kDa y constituyen entre el 1 y 2% de todo el contenido proteico celular bajo
condiciones normales e incluso mayor bajo estrés. Estas chaperonas ayudan a la maduración
de un amplio número de sustratos no relacionados estructural ni funcionalmente (Borkovich
y cols., 1989; Csermely y cols., 1998; Yahara y cols., 1998). Están presentes en todos los
organismos conocidos, excepto en el reino arquea, constituyendo un grupo muy conservado
evolutivamente con un alto grado de identidad entre reinos (Ali y cols., 2006; Richter y Buch-
ner, 2006; Shiau y cols., 2006) En células eucariotas existen dos Hsp90 citosólicas con un 99%
de identidad en su secuencia, la constitutiva (Hsp90β/Hsc82) y la expresada bajo condiciones
de estrés (Hsp90α/Hsp82) mientras que en procariotas existe una única copia (HtpG High
temperature protein G) (Bardwell y Craig, 1987; Sreedhar y cols., 2004). Existen otras Hsp90s
específicas de compartimentos celulares, como la Grp94 (94 kDa glucose-regulated protein)
presente en el retículo endoplasmático de eucariotas superiores o la mitocondrial TRAP1 (Tu-
mor necrosis factor type 1 receptor-associated protein) (Felts y cols., 2000; Sorger y Pelham,
1987). Hsp90 es esencial para la supervivencia de las células eucarióticas, mientras que mu-
tantes en HtpG no muestran efectos letales aunque sí modificaciones en el crecimiento a altas
temperaturas (Bardwell y Craig, 1988).
1.5.1. Estructura
La gran flexibilidad intrínseca de Hsp90 ha supuesto un gran obstáculo para sus análisis
estructurales durante muchos años. Sin embargo en la última década, se han resuelto un gran
número de estructuras no solo de los dominios principales con o sin nucleótidos, inhibidores o
cochaperonas, sino también estructuras completas de diversos organismos (Ali y cols., 2006;
Dollins y cols., 2007; Shiau y cols., 2006). El conjunto de datos bioquímicos y estructurales han
ayudado a comenzar a entender los complejos reajustes conformacionales que realiza Hsp90
para llevar a cabo sus funciones.
Hsp90 comparte una homología estructural con otras ATPsas de la familia GHKL (Girasa,
Histidin Kinasas y mutL ) (Dutta y Inouye, 2000; Pearl y Prodromou, 2006). La mayor parte
de los miembros de Hsp90 adoptan estructuras funcionales diméricas, (Nemoto y cols., 1995;
Wayne y cols., 2009; Yamada y cols., 2003) excepto Hsp90β que presenta mayoritariamente
una estructura monomérica (Kobayakawa y cols., 2008; Minami y cols., 1991).
La estructura de Hsp90 está formada por tres dominios pricipales (Figura 1.5 A) . El
dominio N-terminal (NTD, N-Terminal Domain, 25 kDa) consiste en un conjunto de
láminas-β cubiertas por hélices-α en su cara interior. En el centro de la cara helicoidal existe
una profunda cavidad que penetra en la superficie de las láminas-β formando el bolsillo de
unión a nucleótidos y a inhibidores de la actividad ATPasa de Hsp90, como la geldanamicina
y radicicol (Neckers, 2002; Roe y cols., 1999). Diversos aminoácidos de este dominio están
involucrados en la unión del nucleótido formando una tapadera que se cierra sobre el bolsillo
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cuando el ATP está unido pero no cuando está el ADP (Prodromou y cols., 1997). El ión Mg+2
es, al igual que en Hsp70, indispensable como catión central en la coordinación de los grupos
fosfato de los nucleótidos. Las estructuras resueltas del NTD unidas a nucleótidos confirman
que Hsp90 es una proteína con actividad ATPasa, punto que ha sido sujeto de discusión debido
a su baja actividad ATPasa basal (Jakob y cols., 1996; Sullivan y cols., 1997). Además de su
función anteriormente descrita, también se cree que está implicada en la unión a sustratos
(Young y cols., 1997). Este dominio se conecta con el dominio medio MD (Medium Domain) a
través de una región de unos 60 aminoácidos intrínsecamente desordenada y altamente cargada
que no ha sido resuelta en estudios estructurales (Hainzl y cols., 2009; Tsutsumi y cols., 2009).
A pesar de que dicha zona no está presente en HtpG, Trap1 y Grp94 y por tanto no ser esencial
para las funciones de Hsp90, varios estudios indican que interviene en la regulación de la unión
del ATP en el NTD y en la actividad chaperona mediante el incremento de la afinidad por los
sustratos (Buchner, 2010; Louvion y cols., 1996).
El dominio medio (MD, Middle Domain, 40 kDa) está compuesto por dos grandes
subdominios estructurales αβα en sus dos extremos, conectados por pequeñas series de hélices-
α muy compactadas. Además de contribuir a la interacción entre el nucleótido y el NBD, la
estructura revela un parche hidrófilo que proporciona a este dominio el principal sitio de
interacción con sustratos de manera ATP-independiente (Meyer y cols., 2003; Scheibel y cols.,
1998; Young y cols., 1997).
Figura 1.5: A) Estructura atómica del dímero de Hsp90 (PDB:2IOP) dividida en sus distintos dominios.
La zona coloreada en magenta corresponde al lazo altamente cargado que conecta el MD con el NTD. Los
últimos 35 aminoácidos no resueltos que contienen el motivo de unión a TPRs son representados con cintas.
A la izquierda se representa esquemáticamente la posición de sus dominios en la secuencia aminoacídica. B)
Representación de las estructuras atómicas de los estados apo (E.coli) (PDB:2IOQ), ADP (E.coli) (PDB:2IOP)
y ATP (S. cerevisiae (PDB:2CG9) de Hsp90 en sus vistas frontales y laterales
El dominio C-terminal (CTD , C-Terminal Domain, 12 kDa) está formado por un ho-
modímero de dos pequeños subdominios αβ mezclados, siendo responsable de la dimerización
de la molécula y de la interacción con un gran número de cochaperonas y algunos sustratos
(Harris y cols., 2004; Minami y cols., 1994; Nemoto y cols., 1995; Yamada y cols., 2003)
Las estructuras del CTD de procariotas y eucariotas son muy similares pero es significativo
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destacar que HtpG carece de los últimos 35 resíduos que contienen el motivo MEEVD, punto
de interacción con cochaperonas que contienen motivos TPR en su estructura (Young y cols.,
1997).
1.5.2. Ciclo conformacional y funcional de Hsp90
Como ya se mencionó anteriormente, la estructura de Hsp90 posee una gran complejidad
dinámica. Las estructuras cristalográficas cuasi completas muestran un alto grado de similitud
con las de los dominios resueltos de forma individual, excepto en el NTD que realiza reajustes
significativos debidos a la interacción con nucleótidos. Los estudios realizados mediante RMN,
SAXS y ME han mostrado que los movimientos en el cuerpo rígido entre NTD/MD y el
MD/CTD pueden adquirir un amplio rango de estados conformacionales (Dyson y cols., 2008;
Krukenberg y cols., 2011). Debido a las limitaciones experimentales, no es sencillo observar la
unión de nucleótidos y cambios conformacionales al mismo tiempo con el fin de determinar el
ciclo mecanoquímico de Hsp90 de la manera más precisa, y existen estudios que sugieren que
las estructuras en solución son altamente dinámicas y diferentes a las predichas por rayos X
o RMN (Bron y cols., 2008; Krukenberg y cols., 2009a; Ratzke y cols., 2011; Richter y cols.,
2001; Southworth y Agard, 2008).
Se han observado en todos los organismos tres conformaciones distintas predominantes;
APO, ATP y ADP que coexisten en un delicado equilibrio variable según la especie (Figura
1.5 B).
El estado apo, en el que Hsp90 no posee ningún nucleótido unido, difiere en la rotación
del MD/CTD y NTD/MD y crea una gran variabilidad de ángulos de apertura de la hen-
didura entre los brazos de los monómeros (Bron y cols., 2008; Shiau y cols., 2006) lo que
dota a la molécula de una gran flexibilidad que se observa en todos los homólogos examinados
(Krukenberg y cols., 2008). Debido a que todos los dominios de Hsp90 poseen zonas hidrófobas
y que los movimientos de éstos son muy variables, se ha propuesto que este estado sea el que
interaccione inicialmente con los sustratos (Ratzke y cols., 2011).
Las estructuras cristalográficas disponibles en estado ADP muestran a Hsp90 en un
estado semicerrado y extendido en donde las regiones NTD se aproximan entre ellas inducidas
por el enrollamiento del MD (Shiau y cols., 2006). Sin embargo estudios de ME muestran
estados altamente compactados, producto de las interacciones del MD y NTD (Graf y cols.,
2009; Krukenberg y cols., 2009a, 2008). Estas grandes diferencias conformacionales ofrecen
muchas dudas sobre el estado fisiológico real del dímero de Hsp90 unido a ADP.
La transición al estado ATP lleva consigo numerosos cambios estructurales que estabilizan
un estado cerrado y extendido mantenido hasta su hidrólisis (Chadli y cols., 2000). Es necesario
tan solo que una molécula de ATP, unida en conformaciones abiertas o cerradas de Hsp90, se
una a uno de los monómeros de Hsp90 para comenzar los reajustes conformacionales (Ratzke
y cols., 2011; Richter y cols., 2001). La unión del ATP reestructura la región helicoidal del
NTD, que realiza contactos entre los monómeros y cierra la tapadera sobre el bolsillo de unión
al nucleótido cambiando la orientación entre el NTD/MD, lo que permite interacciones que
desencadenan la estabilizacón y dimerización del NTD (Prodromou y cols., 2000). Además, el
MD también se reorganiza para reestructurar su lazo catalítico (Meyer y cols., 2003).
A pesar de que clásicamente se ha mostrado el ciclo conformacional de Hsp90 como
una alternancia de los estados anteriores conducidos por la unión, liberación e hidrólisis de
nucleótidos, hoy en día se sabe, sin llegar a comprender en su totalidad que Hsp90 oscila en
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función de fluctuaciones térmicas aparentemente aleatorias o marcadas por factores ambien-
tales (osmolitos, pH, etc.) (Mickler y cols., 2009; Ratzke y cols., 2011; Simunovic y Voth, 2012;
Street y cols., 2010, 2011). Estos cambios conformacionales permiten al dímero de Hsp90 rotar
entre los diferentes estados sin necesidad de consumir energía, lo que posibilita ofrecer una
gran variedad de sitios de unión a sustratos y cochaperonas independientemente del estado
nucleotídico. De esta manera, tan solo es necesaria una pequeña aportación energética exter-
na proporcionada por la unión de los nucleótidos, sustratos, cochaperonas o modificaciones
postraducionales, para desplazar el equilibrio conformacional previo de la proteína (Aoyagi y
Archer, 2005; McLaughlin y cols., 2002; Mollapour y Neckers, 2010; Muller y cols., 2012; Pro-
dromou y cols., 1999a). Así, se ha comprobado que tanto el ADP como el ATP pueden unirse
al NTD en un estado abierto o cerrado de Hsp90 sin forzar de forma estricta a la proteína a
una conformación específica(Taipale y cols., 2010)
Debido a la gran complejidad del ciclo conformacional de Hsp90, es muy difícil generalizar
sobre el ciclo funcional que realiza desde que está en estado libre de sustrato hasta que lo ha
activado y liberado. Por ello, actualmente no se conoce si la unión de sus sustratos ocurre antes,
después o a la par que la unión del ATP al sitio NTD (Pearl y Prodromou, 2006; Terasawa y
cols., 2005; Wandinger y cols., 2008). La unión y liberación del ATP es mucho más rápida que
su hidrólisis por lo que puede ser unido y liberado varias veces antes de que ésta tenga lugar
(Graf y cols., 2009; Hessling y cols., 2009). Sin embargo, se ha observado que la unión de un
sustrato induce un cierre parcial en la conformación de Hsp90 que favorece a su vez la unión
del ATP y el contacto de los dominios NTD de la chaperona, lo que puede servir para atrapar
al sustrato (Morra y cols., 2009; Richter y Buchner, 2011; Street y cols., 2011). Si no existen
cochaperonas que estabilicen ese estado ATP, una vez en contacto los NTDs, se produce una
rápida hidrólisis que deja unida una molécula de ADP a los sitios NTD. Los reajustes que
sufre Hsp90 en estado ADP permiten que sus elementos hidrófobos converjan para protegerse
del solvente, provocando la liberación del sustrato unido previamente a la cavidad (Ali y cols.,
2006; Shiau y cols., 2006)
1.6. Cochaperonas
A pesar de que las chaperonas Hsp70 y Hsp90 son capaces de realizar por sí mismas
sus funciones de forma correcta, en muchas ocasiones han de ser ayudadas por cofactores
denominados cochaperonas. Alguna de ellas poseen una actividad chaperona intrínseca como
Hsp40, Chip (C-terminal of Hsp70 interacting protein), Hip (Hsp70 interacting protein), p23,
etc. (Hohfeld y cols., 1995; Li y cols., 2009; Rosser y cols., 2007; Weikl y cols., 1999) y participan
en procesos de localización celular, modifican las actividades ATPasa de las chaperonas y
reclutan sustratos ( Figura 1.6) (Ballinger y cols., 1999; Zeiner y Gehring, 1995; Zhu y
Tytgat, 2004).
Las cochaperonas vinculadas a la familia Hsp70 están especializadas en presentar sustratos
desplegados a esta chaperona y en modificar su actividad ATPasa. Debido a la baja actividad
ATPasa de Hsp70, se hace esencial para la progresión de su ciclo funcional anteriormente de-
scrito, la incorporación de cochaperonas que estimulen la actividad ATPasa de Hsp70 (Hsp40)
o funcionen como NEFs como es el caso de GrpE (GroP-like gene E) en procariotas o Hsp110
y Bag-1 (Bcl-2 associated athanogene 1 ) en eucariotas. (Bukau y Horwich, 1998; Easton y
cols., 2000; Harrison, 2003) así como otras que estabilicen un estado nucleotídico concreto
aumentando el tiempo de actuación de Hsp70 sobre sus sustratos como es el caso de Hip)
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Figura 1.6: Regulación de Hsp70 y Hsp90 por cochaperonas. Las cadenas polipeptídicas recién sinteti-
zadas o con zonas desestructuradas pueden interaccionar con Hsp70 alcanzando su estructura nativa con ayuda
de Hsp40. En ocasiones no son capaces de plegar correctamente sus sustratos y los transfieren hacia rutas de
degradación en el UPS mediante Bag1 y Chip. Hsp70 también es capaz de colaborar con Hsp90 para dirigir
los sustratos mal plegados hacia el UPS o hacia rutas de plegamiento en colaboración con otras cochaperonas
específicas del sustrato sobre el que actúa Hsp90.
(Figura 1.7 A)) (Nollen y cols., 2000, 2001; Ziegelhoffer y cols., 1996).
En el caso de la chaperona Hsp90, debido al amplio abanico de sustratos con los que puede
interaccionar así como los múltiples estados conformacionales que es capaz de adoptar, se hace
aún más necesario que en el caso de Hsp70 su cooperación con cochaperonas. Es interesante
mencionar que a pesar de que Hsp90 posee una homología muy elevada con HtpG, el repre-
sentante procariota, esta última carece de cochaperonas, l que sugiere que debe estar dotada
de una especialización funcional de la que carece la eucariota (Buchner, 2010; Sato y cols.,
2010). Se han descrito más de 20 cochaperonas distintas que se unen a Hsp90 y modifican
su equilibrio conformacional mediante la estabilización progresiva de estados intermedios , de
tal manera que el cambio producido por una cochaperona es el adecuado para la unión de la
siguiente (Picard, 2002) (Figura 1.7 C)). Considerando la influencia que poseen estos cofac-
tores en el estado conformacional de Hsp90 y en la especificidad de sus sutratos, pueden ser
clasificadas en varios tipos. Las cochaperonas aceptoras de sustratos como Hop, Cdc37 (Cell
division cycle 37 homolog ) o Sgt1 (Suppressor of G2 allele of skp1 ) poseen como función
fundamental preparar y estabilizar a Hsp90 en una conformación favorable para su interac-
ción con los sustratos. Por otra parte, Aha1 (activator of heat shock 90kDa protein ATPase
18 CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN
homolog 1 ) o las PPIases (Peptidyl–Prolyl Isomerases) están incluídas dentro del grupo de
cochaperonas reestructuradoras que promueven cambios conformacionales entre los estados
abierto y cerrado de Hsp90 (Li y cols., 2013a; Mayr y cols., 2000). Por último, existen chap-
eronas de actuación tardía como el caso de p23 que estabiliza estados cerrados de Hsp90 en la
finalización del ciclo de maduración de sustratos o Chip que dirige a los sustratos hacia rutas
de degradación (Ballinger y cols., 1999; Kimura y cols., 1997).
Cabe destacar la existencia de cochaperonas comunes a Hsp70 y Hsp90. De esta manera,
Hop controla la transferencia de sustratos desde Hsp70, primer aceptor de éstos, hacia Hsp90,
a la vez que bloquea su actividad ATPasa, mientras que Chip (Figura 1.7 B)) comunica
ambas chaperonas entre sí y con el sistema de ubiquitina (Johnson y cols., 1998; Meacham y
cols., 2001; Murata y cols., 2001). La interacción de una u otra cochaperona proporciona al
sistema Hsp70/Hsp90 la elección entre una ruta de plegamiento de los sustratos o bien una
de degradación respectivamente (Lanneau y cols., 2010; McClellan y cols., 2005; McDonough
y Patterson, 2003; Muller y cols., 2012).
Figura 1.7: Estructuras atómicas y sitios de interacción de Hsp70 y Hsp90 con sus cochaperonas.
A) Estructura atómica del NBD de Hsp70 con el dominio Bag de la cochaperona Bag1 (PDB: 1HX1) . B)
Estructura de la cochaperona Chip (PDB: 2C2L) unida a los péptidos C-terminales de Hsp90 (esferas azules)
y Hsp70 (esferas verdes) en sus dominios TPRs. c) Representación de la superficie de Hsp90 para mostrar sus
sitios de interacción con diversas cochaperonas. La zona morada entre la interacción de Aha1 y p23 es un sitio
de solapamiento entre ambas cochaperonas. La secuencia C-terminal de Hsp90 interacciona con cochaperonas
con dominios TPR en su estructura (Adaptado de Rohl y cols. (2013)).
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1.6.1. Hsp40
Las proteínas integrantes de la familia Hsp40 son proteínas diméricas con una masa molec-
ular de 40 kDa cada monómero. Son unas chaperonas importantes para el plegamiento, translo-
cación y degradación de proteínas, ya sea por sí mismas o mediante la estimulación previa de
la actividad ATPasa de proteínas de la familia Hsp70. Comprenden un gran número de isoti-
pos muy conservados durante la evolución y se encuentran en casi todos los compartimentos
celulares (Mitra y cols., 2009; Qiu y cols., 2006; Sterrenberg y cols., 2011).
La clasificación de estas proteínas en tres subfamilias se basa en sus componentes estruc-
turales (Li y cols., 2009) (Figura 1.8 A) y B)). Todos sus miembros se caracterizan por poseer
uno o varios dominios J formados por 70 aminoácidos que son los encargados de interaccionar
con el NBD de Hsp70 a través de un motivo HPD conservado y estimular la actividad ATPasa
de esta chaperona (Gassler y cols., 1998; Jiang y cols., 2007; Suh y cols., 1998). Además, las
Hsp40s pueden poseer regiones ricas en G/F, que son zonas desordenadas que favorecen la
interacción entre Hsp40 y Hsp70 promoviendo la formación de complejos estables (Cuéllar y
cols., 2013; Perales-Calvo y cols., 2010). Otro dominio es el de dedos de zinc, que sólo está
presente en la subfamilia de tipo I y es importante para la presentación de los sustratos a
Hsp70 (Martinez-Yamout y cols., 2000; Wall y cols., 1995). En el extremo C-terminal, las
subfamilias I y II contienen un fragmento capaz de unirse a sustratos no nativos dotando a
Hsp40 de la función de chaperona molecular independiente de ATP (Kota y cols., 2009; Li y
cols., 2003). Además del dominio J, el dominio C-terminal de Hsp40 es capaz de interaccionar
con Hsp70 a través de su extremo más C-terminal del SBD (EEVD), lo que sugiere que este
motivo pudiera unirse al SBD dentro de la hendidura de Hsp40 a la vez que el dominio J
interacciona con el NBD (Freeman y cols., 1995; Qian y cols., 2002; Suzuki y cols., 2008).
La función canónica de Hsp40 es la presentación a Hsp70 de sustratos peptídicos no nativos
y la estimulación de la hidrólisis de ATP (Bukau y Horwich, 1998). Como ya se explicó
anteriormente, la función de Hsp70 está regulada cíclicamente por la unión a sustratos y
nucleótidos, pero sin factores externos posee una actividad ATPasa y afinidad por los sustratos
muy baja. La interacción entre el motivo altamente conservado HPD del dominio J de Hsp40
y el dominio NBD de Hsp70 provoca un cambio conformacional en Hsp70 que desencadena
la hidrólisis del ATP a ADP incrementando la afinidad de Hsp70 por los sustratos, lo que
favorece su transferencia entre Hsp40 y Hsp70 (Jiang y cols., 2007; Wittung-Stafshede y cols.,
2003; ?) (Figura 1.8 C))
A pesar de que Hsp70 es la principal chaperona sobre la que actúa Hsp40, se han observado
interacciones directas con Hsp90, lo que sugiere la posibilidad de que Hsp40 tenga también
un papel parecido al de Hop, el de colaborar en la transferencia directa de sustratos entre
Hsp70 y Hsp90. (Dittmar y cols., 1998a) Actualmente solo se conocen dos miembros de Hsp40,
DNAJC7/Tpr2 y DNAJB2b/Hsj1b que se encuentran en organismos eucariotas, que se unen
a Hsp70 y Hsp90 (Brychzy y cols., 2003; Moffatt y cols., 2008; Schnaider y cols., 2000).
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Figura 1.8: Estructura y ciclo funcional de Hsp40. A) Estructura atómica de los dominios J (PDB:1BQ0),
dedos de zinc (PDB:2CTT), C-ter (PDB:2QLB) y dominio de dimerización (PDB: 1XAO) de Hsp40 y repre-
sentación esquemática de los dominios en las diferentes subfamilias. B)Modelo estructural del dímero de Hsp40
a partir de las estructuras conocidas del dominio de dimerización, CTD y dominio J(PDB:1XAO, 1NLT y 1BQ0,
respectivamente). Las líneas discontínuas corresponden a la región flexible ricas en G/F cuya estructura aún
no ha sido resuelta. C) Representación del ciclo funcional de Hsp40 en colaboración con la cochaperona Hsp70.
Se pueden observar los sitios de interacción entre las chaperonas representadas y los cambios conformacionales
que sufren en el proceso de transferencia del sustrato desde Hsp40 a Hsp70
1.6.2. Hip
Hip es una proteína de 48 kDa que a pesar de poseer las propiedades básicas de las
chaperonas moleculares tales como la habilidad para discriminar entre péptidos nativos y no
nativos y prevenir reacciones de agregación funciona principalmente como cochaperona que
facilita la función de Hsp70 en el plegamiento de proteínas (Hohfeld y cols., 1995).
La estructura de Hip a resolución atómica todavía no ha sido determinada, sin embargo
se conoce la presencia en su estructura de dominios TPR y regiones altamente cargadas en su
extremo C-terminal implicados en la unión con el dominio NBD de Hsp70 (Irmer y Hohfeld,
1997; Velten y cols., 2002). El estado de oligomerización de Hip es controvertido ya que ex-
isten estudios que ponen de manifiesto la presencia de estructuras con un elevado grado de
oligomerización cuya función es reclutar a Hsp70 para un plegamiento más efectivo de sus-
tratos y estructuras monoméricas con un único sitio de unión a Hsp70 (Bruce y Churchich,
1997; Velten y cols., 2000).
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Hip por si misma, no posee actividad ATPasa ni modula la propia de Hsp70, pero sin
embargo tiene un efecto significante en el estado nucleotídico de ésta (Nollen y cols., 2001;
Shi y cols., 2007). En ausencia de Hsp40 y Hip, Hsp70 está predominantemente en estado
ATP puesto que la actividad intrínseca de Hsp70 es lenta. Como se expuso anteriormente,
en este estado no es capaz de formar complejos estables con sus sustratos y sólo mediante la
estimulación de la actividad ATPasa por parte de Hsp40, se favorecen dichas interacciones.
La presencia única de Hsp40 no evita que el estado ADP de Hsp70 sea lábil, lo que resulta
en una disociación prematura del complejo Hsp70:sustrato. D esta manera, Hip interacciona
con el dominio NBD de Hsp70 y estabiliza el estado ADP prolongando el tiempo durante
el cual Hsp70 interacciona de forma estable con los sutratos favoreciendo el plegamiento y
cooperación eficiente con otras chaperonas de posterior actuación. (Hohfeld y cols., 1995)
1.6.3. Hop
Hop es una proteína de 60 kDa identificada por primera vez en el año 1989 asociada a
complejos proteicos de Hsp70 y Hsp90 en la maduración de receptores de esteroides (Nicolet y
Craig, 1989; Smith, 2004). A pesar de que estos estudios ya propusieron a Hop como una pro-
teína de andamiaje, en los últimos años se han descubierto los efectos moduladores adicionales
sobre las actividades de Hsp70 y Hsp90, así como en la maquinaria en conjunto (Chang y
cols., 1997; Chen y Smith, 1998; Johnson y cols., 1998; Smith y cols., 1993). Se han encon-
trado homólogos en insectos, levaduras y plantas, pero no en bacterias, y su localización es
principalmente citoplasmática aunque también se puede hallar en menor medida en el núcleo
y en el aparato de Golgi (Odunuga y cols., 2004).
A pesar de no existir una estructura cristalográfica completa de Hop se han resuelto en los
últimos años cada uno de sus dominios de forma aislada (Figura 1.9 a)) (Scheufler y cols.,
2000; Schmid y cols., 2012). Hop está compuesta por tres dominios TPR (TPR1, TPR2A y
TPR2B) y dos dominios ricos en ácido aspártico y prolina (DP1 y DP2) organizados en una
estructura cuaternaria monomérica y elongada (Yi y cols., 2009), aspecto muy controvertido
desde el descubrimiento de esta proteína (Flom y cols., 2007; Longshaw y cols., 2009; Onuoha
y cols., 2008).
Las estructuras de los dominios DP, son similares en plegamiento con pequeñas diferencias
que determinan su función. Las α-hélices de DP2 forman una hendidura propuesta para la
unión a ligandos. Sin embargo la hendidura de DP1 está ocupada por una pequeña hélice
que parece bloquear ese posible sitio de unión, hecho que determina que el DP1 no pueda
reemplazar a DP2 en su activación de sustratos (Schmid y cols., 2012). A pesar de que los
dominios TPR son los lugares clásicos de interacción con Hsp70 y Hsp90, se ha observado que
la mutación o eliminación de los dominios DP también afecta a la interacción con Hsp70, si
bien se desconoce la naturaleza de ésta (Carrigan y cols., 2004). Los dominios TPR abarcan
la mayor parte de la masa de la molécula. TPR1 y TPR2A contienen un conjunto centrado
de 5 aminoácidos muy conservado que forma una abrazadera (carboxylate clamp) responsable
de la unión a ligandos (Blatch y Lassle, 1999). Gracias a esa zona de unión, ambos TPR
son capaces de interaccionar con el péptido C-terminal de Hsp70 y Hsp90 con alta afinidad
mediante interacciones electroestáticas (Kajander y cols., 2009). Sin embargo TPR1 posee
mayor afinidad de unión por Hsp70 debido a las interacciones que establece con la Ile637 de
su péptido C-terminal (PPTIEEVD), mientras que TPR2A es más selectivo por Hsp90 debido
a la preferencia por la Met728 de su péptido C-terminal (SRMEEVD) (Brinker y cols., 2002;
Liu y cols., 1999; Young y cols., 1998) En el caso del dominio TPR2B, el bolsillo de unión a
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Figura 1.9: Estructura y organización de los dominios de Hop. A) Estructura atómica, en la parte
superior, de los dominios de Hop, TPR1 (PDB: 1ELW), DP1 (PDB:2LLV), TPR2A (PDB:1ELR), TPR2B
(PDB:3UPV) y DP2 (PDB:2LLW) y representación esquemática de su posición en la secuencia aminoacídica.
Los péptidos mostrados en las cavidades de TPR1 y TPR2B se corresponden con el extremo C-terminal de
Hsp70 (en verde) y el péptido situado en la cavidad de TPR2A, con el extremo C-terminal de Hsp90 (en
naranja). B) Representación de dos vistas características del tándem TPR2A-TPR2B (PDB:3UQ3) enlazados
mediante la región rígida helicoidal. Al igual que en a), ambos TPR se muestran con los péptidos C-terminales
de Hsp70 (en verde) y Hsp90 (en naranja).
ligando está ligeramente modificado y la unión a los péptidos C-terminales de las chaperonas
es más lábil mostrando igualmente una especificidad en este caso frente, a la T636 de Hsp70. No
obstante Hsp90 también establece interacciones con este dominio pero de forma independiente
a su bolsillo (Carrigan y cols., 2004; Flom y cols., 2007; Scheufler y cols., 2000; Schmid y cols.,
2012; Song y Masison, 2005).
La estructura cristalográfica del tándem TPR2A-TPR2B (Schmid y cols., 2012) muestra
la unión de éstos mediante un lazo muy rígido e importante para la correcta interacción de
Hop con Hsp90 y Hsp70 (Figura 1.9 B, pág. 22). La unión del TPR2A al C-terminal de
Hsp90 fuerza al dominio TPR2B, mediante el lazo rígido, a orientarse en dirección opuesta
al primero quedando accesible a la unión con Hsp70. Complementariamente, este tándem de
dominios se interpone de manera no competitiva entre los dos monómeros de Hsp90, que
produce un bloqueo físico a los reajustes conformacionales de los dominios CTD y MD en el
ciclo ATPasa de Hsp90 y estabilizando a la chaperona en un estado semicerrado (Prodromou
y cols., 1999b; Richter y cols., 2003; Southworth y Agard, 2011). De esta manera, el tándem
TPR2A-TPR2B-DP2 es considerado como el núcleo activo principal de Hop mientras que
TPR1-DP1 funcionaría como sistema de transferencia de sustratos desde Hsp70 hacia Hsp90
(Schmid y cols., 2012).
Hop no posee actividad chaperona intrínseca y en sistemas humanos no se han observado
efectos sobre la actividad ATPasa de Hsp70, a diferencia de lo que ocurre en levaduras, en
la que estimula su actividad (Wegele y cols., 2003). Como ya se comentó anteriormente, Hop
tiene efectos en Hsp90 al bloquear la progresión de su ciclo. La función principal de Hop es
la de modular la transferencia de sustratos entre Hsp70 y Hsp90 a través de sus dominios
TPR (Johnson y cols., 1998). Se asocia preferentemente con la forma ADP de ambas chap-
eronas y coordina las acciones de las chaperonas hacia estados apropiados del ciclo ATPasa
(Hernandez y cols., 2002a; Wegele y cols., 2004). Otros estudios sugieren que Hop juega un
papel activo, junto con las chaperonas Hsp70 y Hsp90 en la maduración de sustratos así como
su ensamblaje y liberación (Odunuga y cols., 2004). La manera en que Hop interacciona con
ambas chaperonas al mismo tiempo, es todavía sujeto de estudio. Algunos de éstos sugieren
que la cochaperona cambia su conformación durante el ensamblaje de los heterocomplejos
Hsp70:Hop:Hsp90 debido a que la afinidad de Hsp70:Hop está afectada positivamente por la
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unión de Hsp90 (Hernandez y cols., 2002a). Por lo tanto Hsp90 debe de alterar la confor-
mación de Hop para lograr un mejor acomodo con Hsp70 o bien la unión Hop:Hsp90 puede
proporcionar una nueva conformación de Hsp90 que permita contactos directos de Hsp70 con
Hsp90 (Freitag y cols., 1997a; Murphy y cols., 2001).
Aunque la principal área de investigación relacionada con Hop está enfocada a comprender
los mecanismos de interacción del complejo multichaperona formado por Hsp70 y Hsp90, se ha
demostrado sin embargo, la existencia de interacciones con CCT, Hsp104, Cdc37 o priones, que
están desvelando nuevas funciones de esta proteína (Abbas-Terki y cols., 2002, 2001; Gebauer
y cols., 1998; Martins y cols., 1997).
1.6.4. p23
La cochaperona p23 es la más pequeña asociada a la maquinaria de Hsp90, ya que posee
una masa molecular en torno a los 23 kDa y su función fundamental es la de cooprar con
Hsp90 y participar en el plegamiento de varias proteínas celulares así como en la activación
de receptores nucleares. Es una proteína muy conservada desde humanos a levaduras con
homólogos en plantas (Echtenkamp y cols., 2012; Felts y Toft, 2003; Holt y cols., 1999; Johnson
y Toft, 1994)
Está estructuralmente constituída por dos dominios. Del dominio N-terminal se conoce su
estructura atómica y se sabe que posee un sitio de unión para su interacción con Hsp90 y con
sustratos (Weaver y cols., 2000). Por el contrario, del dominio C-terminal (35 resíduos finales)
no se poseen datos cristalográficos pero se sabe que es altamente acídico, principalmente
desestructurado y necesario para la actividad óptima como chaperona que posee p23 (Weikl
y cols., 1999).
La mayor parte de los estudios de esta proteína la clasifican como una cochaperona vin-
culada al estado ATP de Hsp90 ( Figura 1.7 C), pero sin embargo, también posee por si
misma una actividad chaperona al interaccionar con algunas proteínas sustrato a través de su
dominio C-terminal y prevenir por ello su agregación (Bose y cols., 1996; Zhu y Tytgat, 2004).
La estructura cristalográfica de Hsp90 en complejo con p23 muestra numerosas interacciones
de la cochaperona a lo largo de Hsp90 y aún no se ha establecido de forma clara si los sitios
críticos de unión entre ambas se realiza a través del dominio NTD y/o MD de Hsp90 (Ali y
cols., 2006; Martinez-Yamout y cols., 2006). Tampoco hay concordancia en las consecuencias
de p23 sobre el ciclo de Hsp90. Algunos estudios sugieren que p23 estabiliza la interacción
entre Hsp90 en su estado ATP y los sustratos, a los que Hsp90 se une debido a la inhibición
de su actividad ATPasa , mientras que otros afirman su participación en la liberación de los
sutratos tras la hidrólisis del ATP (Morishima y cols., 2003; Picard, 2006; Richter y cols.,
2004; Young y Hartl, 2000).
1.7. Sustratos y funciones celulares de Hsp70 y Hsp90
Las chaperonas Hsp70 y Hsp90 ayudadas por un amplio conjunto de cochaperonas son
capaces de interaccionar con un amplio abanico de sustratos recién sintetizados, agregados o
parcialmente plegados y se supone por ello que están implicadas en multitud de rutas celulares
(Figura 1.10) y representan una de las dianas más importantes en el desarrollo de fármacos
en enfermedades tan importantes como Parkinson, Alzheimer o cáncer.
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Figura 1.10: Funciones celulares de Hsp70 y Hsp90. Representación de algunas de las rutas y procesos
celulares en los que están implicadas las chaperonas Hsp70 y Hsp90.
Hsp70 está asociada de forma general al plegamiento de proteínas o péptidos desplegados
así como al de agregados. Empleando al homólogo procariota de Hsp70 DnaK, se han estable-
cido secuencias consenso de reconocimiento que normalmente se repiten cada 36 aminoácidos
en muchas proteínas y suelen estar expuestas solo en procesos de síntesis o en estados desnat-
uralizados (Mayer y cols., 2000). El mecanismo empleado para la solubilización de agregados
como de la α-sinucleina, Tau, hungtintina o los priones, implica la coordinación entre Hsp70 y
varias cochaperonas para ir extrayendo fibras polipeptídicas de los agregados mediante ciclos
repetitivos de interacción con el fin de disgregarlos totalmente (Acebron y cols., 2008). Además
de las anteriores, existen proteínas como p53, RepE en DnaK o la proteína λP del fago λ que
aún estando en estado nativo necesitan ser activadas para convertirse en fisiológicamente ac-
tivas (Alfano y cols., 1988; Cuéllar y cols., 2013; Kawasaki y cols., 1990; Pinhasi-Kimhi y
cols., 1986), lo que sugiere que Hsp70, mediante su actividad holder las mantiene en un es-
tado adecuado para la posterior actuación de otras chaperonas (Ben-Zvi y Goloubinoff, 2001;
Slepenkov y Witt, 2002).
En el caso de Hsp90, a pesar de que puede interaccionar con proteínas mal plegadas,
los sustratos preferentes son proteínas nativas o cuasi nativas (Jakob y cols., 1995; Picard,
2002; Thomas y Baneyx, 2000) que son componentes regulatorios en rutas de transduccion de
señales, transporte celular, organización nuclear o transcripción controlando así la estabilidad
y actividad de un grupo de más de 300 sustratos que crece de manera contínua ( Figura 1.11
A) (http:// www.picard.ch/downloads/Hsp90interactors.pdf ) (Taipale y cols., 2010; Wayne
y cols., 2011; Young y cols., 2001). Además de esas funciones, el sistema Hsp90 juega un papel
importante en el ensamblaje y maduración de proteínas virales en las células hospedadoras
(Geller y cols., 2007) y representa una diana muy importante en el desarrollo de fármacos
anticancerígenos por su capacidad de interactuar con oncogenes (Audisio y cols., 2010). Este
amplio rango de clientes pertenecen estructural y funcionalmente a un gran número de familias
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distintas y no comparten entre sí homología de secuencia pero sí en muchos casos elementos
estructurales comunes como bolsillos de unión a ligandos, hormonas o nucleótidos (Pratt y
cols., 2008, 2010).
Uno de los sutratos más estudiados vinculados a Hsp90 y también a Hsp70 es el receptor de
glucocorticoide (Glucocorticoid receptor, GR) que es un factor de transcripción regulado por
ligando perteneciente a la superfamilia de receptores nucleares (Heitzer y cols., 2007; Zhou
y Cidlowski, 2005). Tras la unión en el citoplasma del RG con los glucocorticoides (GCs),
hormonas esteroideas, éste se desplaza al núcleo para regular la transcripción de genes diana
mediante la unión específica a secuencias de ADN en sus promotores, lo que desencadena
cascadas de actuación que regulan procesos metabólicos, de proliferación y muerte celular o
inhibición de la inflamación. (Heitzer y cols., 2007; Reichardt y cols., 2000; Werner y Bron-
negard, 1996; Zhou y Cidlowski, 2005). Su estructura está dividida en tres dominios con
funciones específicas ( Figura 1.11 B). El factor transactivador AF-1 es requerido para la
iniciación transcripcional y asociación a factores basales transcripcionales (Dahlman-Wright y
cols., 1995). El dominio de unión al DNA (DBD, DNA binding domain) juega un papel crítico
en la homodimerización del receptor así como en la unión específica del DNA (Luisi y cols.,
1991). Finalmente, el LBD posee el sitio de unión a glucocorticoides y juega un papel crítico
en la activación ligando-dependiente del RG. Esta región también está asociada con la homod-
imerización y con interacciones proteína-proteína con chaperonas y cofactores dependiendo de
la presencia o ausencia de ligando (Bledsoe y cols., 2004).
Figura 1.11: Sustratos de Hsp90.A) Representación de la superficie de Hsp90 y sus sitios de interacción
con diversos sustratos (adaptado de ?B) Representación esquemática de la poscición de los dominios del RG
en su secuencia aminoacídica (en la parte inferior) y la estructura atómica de los dominios DBD (PDB:1GDC)
y LBD (PDB:1M2Z) (parte superior). A la derecha se muestra la estructura del dominio DBD interaccionando
específicamente con el ADN (PDB:1R4O) y en la parte superior la dimerización del dominio LBD.
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1.8. La maquinaria de plegamiento Hsp70/Hsp90
Como ya se ha mencionado, las chaperonas Hsp70 y Hsp90 han sido estudiadas durante
años vinculadas a su habilidad de interaccionar con proteínas o péptidos no nativos protegién-
dolos de interacciones no apropiadas desde el momento de su síntesis y evitando agregaciones
posteriores con el fin de dirigirlas hacia estados nativos funcionales (Wegele y cols., 2004).
Sin embargo cuando Hsp70 y Hsp90 cooperan entre si, actúan sobre una gran variedad de
proteínas no relacionadas estructural ni funcionalmente que presentan un estado nativo pero
que poseen ciertas regiones inestables (King y cols., 2001; Pratt y cols., 2008; Wayne y cols.,
2011). La actuación conjunta entre estas dos chaperonas es específica de organismos eucario-
tas puesto que los procariotas carecen de las cochaperonas Hop y Chip que funcionan como
conexión entre ambas (Ballinger y cols., 1999; Odunuga y cols., 2004). A pesar de existir nu-
merosos trabajos de ámbito bioquímico revelando la naturaleza de las interacciones entre las
chaperonas y cochaperonas así como han hipotetizado diversos aspectos del ciclo funcional de
esta maquinaria, existe un desconocimiento a nivel estructural de las distintas fases del ciclo
propiciado por la flexibilidad intrínseca de todos sus componentes así como el carácter dinámi-
co de estas interacciones en el medio celular (Li y cols., 2011; Pratt y Toft, 2003; Southworth
y Agard, 2011; Wegele y cols., 2004, 2006).
Los receptores de hormonas esteroideas y especialmente el receptor de glucocoirticoide (
Figura ?? C), son los sustratos clásicamente estudiados vinculados a este sistema asistiendo
a su maduración a través de la estabilización de sus bolsillos de unión a ligandos (Grad y
Picard, 2007; Pratt y Toft, 1997).
El primer componente de la maquinaria en interaccionar con el receptor de glucocoirticoide
es Hsp70 en un proceso dependiente de ATP-Mg+2-K+ (Figura 1.12 A) (Dittmar y cols.,
1997a; Morishima y cols., 2000; Murphy y cols., 2003). Hsp70 se encuentra oscilando entre
estados de alta y baja afinidad a sustratos vinculados a los estados nucleotídicos de ATP y
ADP respectivamente. En el estado ATP, Hsp70 se une al receptor a través de su bolsillo de
unión en el SBD (Erbse y cols., 2004; Morishima y cols., 2001; Swain y cols., 2006). Mediante
la estimulación de la actividad ATPasa por parte de Hsp40 se produce la hidrólisis del ATP
a ADP, anclándose firmemente el receptor a la chaperona (Dittmar y cols., 1998a; Hernandez
y cols., 2002b) (Figura 1.12 B). En este momento Hsp70 desestructuraría parcialmente el
bolsillo de unión a ligando en el GR, pero no lo suficiente como para permitir la entrada del
glucocorticoide (Hutchison y cols., 1996; Morishima y cols., 2000). Como consecuencia del lábil
estado ADP de Hsp70 el receptor podría excindirse del bolsillo de unión. En ese instante, Hip
entraría a formar parte del sistema estabilizando el estado de alta afinidad por el receptor e
incrementado el tiempo de unión a la espera de la actuación de los siguientes componentes de
la maquinaria (Hohfeld y cols., 1995; Kanelakis y cols., 2000; Ziegelhoffer y cols., 1996).
La completa apertura del bolsillo de unión del receptor y estabilización en dicho estado
para permirtir la entrada del glucocoirticoide y activación del receptor, la realiza Hsp90 en un
proceso dependiente de ATP (Pratt y cols., 2008). Para llegar a este punto ha de producirse
una transferencia del sustrato desde el estado ADP de Hsp70, hasta Hsp90 en estado ATP
(Kanelakis y cols., 2002).
Hop funciona de puente entre Hsp70 y Hsp90 y permite la transferencia del sustrato,
sin bien no se conoce exhaustivamente cómo se produce ésta ni cuáles son los complejos
intermediarios en el proceso (Wegele y cols., 2006). Los estudios actuales muestran por una
parte el complejo Hip:Hsp40:Hsp70 que contiene al receptor y por otra el complejo Hop:Hsp90
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Figura 1.12: Plegamiento de proteínas mediante la cooperación de las chaperonas Hsp70 y Hsp90.
Representación esquemática de los diversos estados de la transferencia y maduración del receptor de glucocor-
ticoide entre las chaperonas Hsp70 y Hsp90 ayudadas por sus cochaperonas
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(Figura 1.12 C) en un estado libre o ADP (Hernandez y cols., 2002a; Southworth y Agard,
2011). Ambos heterocomplejos se ensamblan en uno solo que posee como componentes mínimos
Hsp70:Hop:Hsp90 junto con el receptor y que se ha denominado clásicamenre, foldosoma
(Figura 1.12 E)(Dittmar y cols., 1997b; Hernandez y cols., 2002b; Hutchison y cols., 1994).
Tanto Hsp40 como Hip se consideran componentes muy dinámicos que entran a formar parte
del sistema en momentos puntuales del proceso y una vez realizadas sus funciones se retiran de
la maquinaria (Figura 1.12 D) (Dittmar y cols., 1998b; Nelson y cols., 2004). A pesar de que
se consideraba que la función de Hop era meramente de anclaje entre ambas chaperonas para
que se produjese la transferencia del sustrato, el bloqueo de la actividad ATPasa de Hsp90
por parte de la primera (Prodromou y cols., 1999b; Richter y cols., 2003; Southworth y Agard,
2011) en el complejo Hsp90:Hop, así como incrementos en la afinidad y estequiometría de Hop
por Hsp70 en el foldosoma, sugieren cambios conformacionales en Hop que comprometen el
funcionamiento de las chaperonas (Carrigan y cols., 2004; Freitag y cols., 1997b; Hernandez y
cols., 2002b; Schmid y cols., 2012).
Una vez concluída la transferencia desde Hsp70 a Hsp90 a través de Hop mediante un
mecanismo todavía desconocido, se produce el desbloqueo de la actividad ATPasa de Hsp90
mediante la interacción con las cochaperonas Aha1 y PPIasa que junto con el cambio del estado
nucleotídico a ATP provocaría la liberación de Hsp70 y Hop (Figura 1.12 F) (Grenert y cols.,
1999; Jibard y cols., 1999; Kanelakis y cols., 2002; Li y cols., 2013b). A pesar de que el GR
está ya unido a Hsp90 posibilitando la apertura de su bolsillo de unión a glucocoirticoides, el
complejo proteico tiende a disociarse rápidamente a menos que esté presente la cochaperona
p23 que desplaza a Aha1 y estabiliza la interacción con el receptor de manera dependiente de
ATP, lo que prolonga el tiempo durante el cual el GR queda accesible a los glucocoirticoides
(Figura 1.12 G) (Dittmar y cols., 1997b; Hutchison y cols., 1995). Cuando el glucocoirticoide
se une al bolsillo de unión del GR éste realiza cambios conformacionales que cierran de nuevo
el bolsillo anclando así al ligando y finalizando de esta manera el ciclo de maduración (Figura
1.12 H) (Bledsoe y cols., 2004; Heitzer y cols., 2007; Nicolaides y cols., 2010).
A pesar de haber concluído el proceso de maduración, el complejo Hsp90:p23:GR no es
desensamblado, pudiendo entonces interaccionar con inmunofilinas, otras cochaperonas de
Hsp90 (Pratt y Toft, 1997; Schreiber, 1991), y asociarse al sistema motor citoplasmático para
realizar el tráfico hasta el núcleo donde se traslocará e interaccionará con los GREs (Glucocor-
ticoid Response Elements) para ejercer su acción (Defranco, 2000; Hache y cols., 1999; Pratt
y cols., 2006; Vandevyver y cols., 2012). De esta manera se ha observado que la maquinaria
Hsp70/Hsp90 no sólo es responsable de la maduración del GR si no también de su translocal-
ización y movilidad en el interior del núcleo así como su exportación para comenzar un nuevo
ciclo de activación o degradación (Freeman y Yamamoto, 2002; McDonough y Patterson, 2003;
Stavreva y cols., 2004; Yang y cols., 1997).
Capítulo 2
Objetivos
Los estudios realizados en los últimos años, han permitido avanzar en el conocimiento
del complejo proceso de colaboración en el plegamiento de sus sustratos, que realizan las
chaperonas Hsp70 y Hsp90 mediado por la cochaperona Hop. A pesar de ello, existe un de-
sconocimiento a nivel estructural que limita el entendimiento de cómo estas chaperonas real-
izan la recepción del sustrato, cómo se realiza su transferencia entre ambas y cómo se produce
su maduración o plegamiento final.
Los objetivos de esta Tesis doctoral, se centran en el estudio de las principales interacciones
entre las chaperonas Hsp70 y Hsp90, la cochaperona Hop y el sustrato GR, dentro del ciclo de
plegamiento de la maquinaria Hsp70/Hsp90. En este contexto, nos planteamos los objetivos
concretos:
1.- Obtención y caracterización estructural del complejo entre la chaperona
Hsp90 y su cochaperona Hop (Hsp90:Hop) y localización de los dominios estruc-
turales de cada una de las proteínas dentro del modelo tridimensional obtenido.
2.- Aislamiento del complejo ternario o foldosoma, formado por las chaperonas
Hsp70 y Hsp90 y su cochaperona Hop (Hsp90:Hop:Hsp70) y obtención del mod-
elo tridimensional. Localización de las distintas proteínas dentro del complejo y
asignación de sus dominios estructurales.
3.- Análisis estructural de la chaperona Hsp90 unida a un sustrato, a partir
de la reconstrucción tridimensional del complejo aislado formado por Hsp90 y el
dominio de unión a ligando (LBD) del GR (Hsp90:LBD). Localización de ambas
proteínas dentro del modelo tridimensional obtenido.
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Capítulo 3
Materiales y métodos
3.1. Material biológico
3.1.1. Cepas bacterianas
Se emplearon distintos tipos de cepas de E. coli en función del fin perseguido. Para la
clonación de genes y amplificación plasmídica se utilizó la cepa DH5α (Invitrogen) y para la
expresión de proteínas se usó la cepa Rosetta (CmR)(Novagen) recomendada para la expresión
de proteínas eucariotas que contienen codones de uso no frecuente en E.coli
3.1.2. Plásmidos
Vectores de ADNc
Las secuencias de las proteínas empleadas en esta tesis fueron extraídas a partir de vectores
de ADNc. Los vectores pCMV-SPORT6-Hsp40 y pOTB7-HOP que contienen la secuencia
de la proteína Hsp40 y Hop respectivamente, fueron adquiridos a la casa comercial Source
Bioscience. El vector que contiene el gen de la proteína Hsp90 humana fue amablemente
cedido por el Doctor J. Ávila de Grado del CBMSO de Madrid.
Vectores de expresión
Para la expresión de proteínas en E.coli se emplearon los vectores de expresión pET-
24d(+) (KanR) (Novagen) que introduce una cola (tag) de histidinas en el extremo C-terminal
de la proteína clonada y el vector pETDuet-1 (AmpR) (Novagen) que permite la clonación
simultánea de dos proteínas marcadas, una con el péptido S en su extremo C-terminal y otra
con una cola de histidinas en el extremo N-terminal. El vector de expresión recombinante
pQ30:hsp70 (AmpR) clonado previamente en el laboratorio posee en su interior la secuencia
de Hsp70 humana con un tag de histidinas en el N-terminal.
3.1.3. Anticuerpos
Para la detección de las proteínas objeto de estudio se emplearon los siguientes anticuerpos
comerciales:
31
32 CAPÍTULO 3. MATERIALES Y MÉTODOS
Anticuerpo monoclonal Hsp70(NBD) Anticuerpo monoclonal de ratón que reconoce
específicamente resíduos dentro del NBD de Hsp70/Hsc70 ( Enzo Life Sciences).
Anticuerpo monoclonal Hsp70(SBD) Anticuerpo monoclonal de ratón que reconoce
específicamente los resíduos 634-650 dentro del SBD de Hsp70/Hsc70 ( Enzo Life Sciences).
Anticuerpo policlonal Hsp90 Anticuerpo policlonal de conejo que reacciona frente a la
proteína Hsp90 (Stress Marq).
Anticuerpo monoclonal Hop(DP2) Anticuerpo monoclonal de ratón que reconoce es-
pecíficamente los resíduos 445-554 en el dominio DP2 de la proteína Hop (Abgent).
Anticuerpo secundarios Anticuepos conjugados con peroxidasa reactivos frente a IgGs
de ratón y conejo (GE Healthcare).
3.2. Manipulación de ADN y obtención de vectores recombi-
nantes
3.2.1. Aislamiento y purificación de ADN plasmídico
La purificación de los plásmidos se realizó empleando los sistemas comerciales Wizard Plus
SV Minipreps (Promega) y Qiagen Midiprep (Qiagen), de acuerdo a las recomendaciones de
los fabricantes. Se comprobó la pureza del ADN obtenido en gel de agarosa y se analizó la
concentración midiendo la absorbancia a 260 nm (A269) en un espectrofotómetro.
3.2.2. Amplificación de fragmentos mediante PCR
Las secuencias de los genes Hsp40, Hop y Hsp90 se amplificaron mediante PCR utilizando
como cadena molde los ADNc correspondientes y los cebadores indicados en la (Tabla 3.1).
Las reacciones se realizaron en el tampón TermoPol (20mM Tris-HCl pH 8,8, 10 nM KCl,
2 mM MgSO4, 10 mM (NH)4SO2 y 0.1% Triton X-100) con 0,3mM de dNTPs y de cada
uno de los cebadores, 200 ng del ADN molde y 1,25U de VentR polimerasa (New England
Biolabs), en un volúmen final de 50µl. La reacción se amplificó en un termociclador con el
protocolo descrito en la Tabla 3.2. El resultado de la PCR se verificó en un gel de agarosa y
los fragmentos amplificados se purificaron utilizando el kit comercial Qiagen PCR Purification
(Qiagen).
3.2.3. Restricción enzimática y desfosforilación de plásmidos
Para la generación de extremos compatibles entre los vectores pET24d(+) y pETDuet-1
y los insertos Hsp40 y Hsp90/Hop respectivamente, se realizaron reacciones de digestión con
las endonucleasas de restricción NheI/XhoI (pET24d(+)/Hsp40), EcoRV/XhoI (pETDuet-
1/Hop) y SalI/XhoI (pETDuet-1/Hsp90) de New England Biolabs siguiendo las recomenda-
ciones de la casa comercial. Posteriormente los vectores se desfosforilaron en sus extremos 5’
mediante el tratamiento con CIP (New England Biolabs) durante una hora a 37oC. Los frag-
mentos obtenidos por restricción se aislaron y purificaron a partir de geles de agarosa utilizando
el kit comercial Qiagen Gel Extraction (Qiagen). Por último, se determinó la concentración
de los fragmentos de ADN puros en un espectrofotómetro.
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Nombre Secuencia (de 5’ a 3’)
FwHsp40NheI ATACATATG-{GCTAGC}-ATGGGTAAAGACTACTACCAG
RvHsp40XhoI TGGTGG-TG-{CTCGAG}-TATTGGAAGAACCTGCTC
FwHopEcoRV CATCCG-{GATATC}-G-ATGGAGCAGGTCAATGAGCT
RvHopXhoI CCG-{CTCGAG}-TCACCGAATTGCAATCAGACC
FwHsp90SalI GCGCCTGCAG-{GTCGAC}-ATGCCTGAGGAAACCCAG
RvHsp90XhoI CTTTACCAGA-{CTCGAG}–TTAGTCTACTTCTTCCATGCG
Tabla 3.1: Cebadores empleados para la clonación de Hsp40, Hop y Hsp90.La nomenclatura utilizada
atiende al sentido del cebador, directo (Fw) o reverso (Rv) (forward y reverse), gen de interés y enzima de
restricción empleada. Los nucleótidos entre llaves corresponden a los sitios de corte de las enzimas de restricción
y en cursiva los nucleótidos añadidos para que el inserto entre en fase de lectura correcta.
Proceso Ciclos Tiempo Temperatura (oC)
Desnaturalización inicial 1 2’ 95o
Desnaturalización 15” 95o
Anillamiento 25 30” 50o
Elongación 2’30’ 72o
Elongación Final 1 10’ 72o
Tabla 3.2: Programa del termociclador para la VentR polimerasa
3.2.4. Ligación
Las reacciones de ligación se realizaron utilizando 1,5U de la ligasa T4 (New England
Biolabs) y 100ng de los vectores y la cantidad de inserto correspondiente a relaciones entre
1:1 y 1:5 (vector:inserto) en tampón 200mM Tris-HCl pH 7,8, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT,
1mM ATP y 25µg/ml BSA en un volúmen final de 20µl, a 16oC durante 16 horas.
3.2.5. Transformación bacteriana y análisis de la eficiacia de la clonación
Se transformaron 100µl de bacterias DH5α previamente competentes mediante el método
del RbCl (Hanahan, 1985) con 10µl de cada una de las reacciones de ligación. Se realizaron
minipreps de las colonias recombinantes obtenidas y los vectores purificados de tamaño ade-
cuado fueron secuenciados por la empresa Secugen.
3.3. Expresión y purificación de proteínas recombinantes
3.3.1. Optimización de la expresión de proteínas
Para la expresión de las proteínas estudiadas, se emplearon los correspondientes vectores
recombinantes para transformar bacterias Rosetta (previamente competentes por el método del
CaCl2 (Dagert y cols., 1979)). Se inoculó con una relación 1:50, un precultivo de las bacterias
anteriormente descritas en 10 ml de medio LB suplementado con cloranfenicol (15µg/ml) y
ampicilina (50µg/ml) o kanamicina(5µg/ml) según los requerimientos específicos del plásmido
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que incorporan y se cultivaron durante 3 h a 37oC. La expresión de las distintas proteínas se
indujo mediante la adición de 1mM IPTG a los cultivos. Las células se recuperaron a 3 h
postinducción mediante centrifugación a 3 000 xg y el sedimento se resuspendió en 1 ml de
tampón de lisis (Tampón L: 50mM HEPES pH 8,0, 150mM KCl, 5mM MgCl2, 5mM EDTA,
0,5 % Triton X, 15 % glicerol, 5mM DTT, 1mM PMSF). Se realizó una sonicación exhaustiva
en hielo y se clarificó la muestra mediante centrifugación a 20,000 xg. Las fracciones solubles
e insolubles se analizaron en geles SDS-PAGE
Con objeto de determinar las mejores condiciones de expresión de las proteínas Hsp40,
Hsp70, Hop y Hsp90 en forma soluble se ensayaron distintas temperaturas y concentraciones
de IPTG.
3.3.2. Purificación de Hsp40, Hsp70 y Hsp90
metodos:purificaciontag]
Para la producción de estas proteínas las bacterias Rosetta recombinantes se cultivaron
en 2l de medio LB suplementado con los antibióticos correspondientes, y tras alcanzar su fase
exponencial se indujo la sobreexpresión en las condiciones óptimas determinadas previamente.
Tras concluir los tiempo de inducción las células se recuperaron mediante centrifugación a
3 000 xg durante 20 min a 4oC y el sedimento se resuspendió en 30 ml de tampón L.
El sedimento resuspendido se suplementó con el cocktail de inhibidores de proteasas com-
plete cocktail (Roche) y 1mM de PMSF. La lisis celular de la muestra se realizó mediante la
adición de 1mg/ml de lisozima y posterior incubación durante 15 minutos a 4 oC en agitación.
Posteriormente se añadió DNAsaI (Sigma) a una concentración final de 10µg/ml y se incubó
otros 15 minutos en las mismas condiciones. Con el fin de precipitar los ácidos nucleicos y
proteínas unidas a ellos , se añadió a la muestra 15mg/ml de sulfato de estreptomicina y se
incubó con agitación durante 30 min a 4 oC. La muestra resultante se clarificó mediante cen-
trifugación a 20,000 xg durante 30 min a 4 oC. Antes de su purificación las muestras solubles
se dializaron en el tampón HT-A (50mM HEPES pH 7,5, 0,5M KCl, 20mM imidazol, 10 %
glicerol, 3mM DTT, 1mM PMSF) durante un mínimo de 2 horas a 4 oC con agitación.
Debido a que los plásmidos recombinantes con las proteínas Hsp40, Hsp70 y Hsp90 poseen
un tag de histidinas, todas las muestras con las respectivas proteína se sometieron a una
cromatografía líquida de afinidad empleando para ello resinas de níquel empaquetadas en
columnas (HisTrap FF 5 ml, GE Healthcare) en un equipo ÄKTA-prime (GE Healthcare)
mantenido a 4oC. Las columnas se equilibraron en el tampón HT-A mediante el lavado de
10 vc (volúmenes de columna). Las muestras se inyectaron en las columnas y se eluyeron
mediante un gradiente contínuo de 0% a 100% entre el tampón HT-A y el de elución HT-
B (Tampón HT-A + 980mM imidazol). Las fracciones se analizaron en geles SDS-PAGE y
aquellas con mayor pureza se juntaron y concentraron a 4oC en una unidad Amicon hasta
un volumen final de 5 ml. Las muestras concentradas se sometieron a un segundo paso de
purificación mediante cromatografía líquida de exclusión molecular en una columna HiLoad
16/60 Superdex 200 prep grade (GE Healthcare) previamente equilibrada en tampón FG-
β (20mM HEPES pH 7,5, 150mM KCl, 5 % glicerol, 1mM β-mercaptoetanol, 1mM DTT,
1mM PMSF). Las proteínas se eluyeron en 1 vc frente al mismo tampón de equilibrado y se
recogieron todas las fracciones. La pureza fue analizada mediante SDS-PAGE y el grado de
oligomerización mediante electroforesis en condiciones nativas. Aquellas fracciones con pureza
y un estado oligomérico adecuado se concentraron en una unidad Amicon a 4oC hasta un
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volúmen aproximado de 1 ml. Se determinó la concentración de la muestra resultante mediante
el método de Bradford (Bradford, 1976) y se almacenaron a -80oC en alícuotas suplementadas
con 5% de glicerol.
3.3.3. Purificación de Hop
Se realizó la expresión de Hop en condiciones óptimas en 2l de medio LB suplementado con
ampicilina y cloranfenicol. Como se describe en apartado anterior, se recuperaron las células,
lisaron y clarificaron para obtener el contenido soluble celular. De modo preparativo previo a
la purificación se dializó la muestra a 4oC frente a tampón de unión A (50mM HEPES pH
7,5, 20mM KCl, 10 % glicerol, 2mM DTT, 1mM PMSF) durante 3 horas con agitación. Al
no poseer ninguna etiqueta que facilitase la purificación fueron necesarios más pasos de purifi-
cación que en los otros especímenes estudio. El primero de ellos consistió en una cromatografía
líquida en resina de afinidad/intercambio iónico empaquetadas en columnas (HiTrap Heparin
HP de 5 ml, GE Healthcare) y en el mismo cromatógrafo descrito anteriormente. Tras el equi-
librado de la columna con 10 vc en tampón A se inyectó la muestra y se eluyó usando un
20% de tampón de elución B (Tampón A + 980mM KCl) (previamente optimizado a partir
de un gradiente contínuo 0%-100%). Las fracciones se analizaron en un gel SDS-PAGE y
aquellas con mayor pureza se juntaron y dializaron durante 12 h a 4oC frente al tampón A. El
segundo paso de purificación se realizó en una resina de intercambio aniónico Q empaquetada
en columna (HiTrap Q FF de 5ml, Ge Healtcare) empleando para ello los mismos tampones
que en el caso anterior. Hop eluyó a una concentración de 10% de tampón B. Las fracciones se
analizaron en geles SDS-PAGE y aquellas con mayor pureza se juntaron y concentraron a 4oC
en una unidad Amicon hasta un volúmen de 5 ml. Las muestras concentradas se sometieron a
un último paso de purificación mediante cromatografía líquida de exclusión molecular en una
columna HiLoad 16/60 Superdex 200 prep. grade (GE Healthcare) previamente equilibrada
en tampón FG . Las proteínas se eluyeron en 1 vc frente al mismo tampón de equilibrado y
se recogieron en fracciones todo el volumen. La pureza se analizó mediante SDS-PAGE y el
grado de oligomerización mediante electroforesis en condiciones nativas. Aquellas fracciones
con pureza y un estado oligomérico adecuado se concentraron en una unidad Amicon a 4oC
hasta un volumen aproximado de 1 ml. Se determinó la concentración de la muestra resul-
tante mediante el método de Bradford (Bradford, 1976) y se almacenaron a -80oC en alícuotas
suplementadas con 5% de glicerol.
3.3.4. Otras proteínas
Además de las proteínas humanas descritas anteriormente, el Dr. Johannes Buchner del
CIPSM en Münich (Alemania) nos proporcionó muestras de Hsp40 de S. cerevisiae (yHsp40),
Hsp70 de S. cerevisiae (yHsp40), Hop de S. cerevisiae (yHop) y Hop1R469A (mutante R469A
de yHop), Hsp90y Hsp90 de S. cerevisiae (yHsp90) y el fragmento LBD del receptor de gluco-
coirticoide (GR). A su vez, el Dr. Soh Yamamoto de la Universidad Akita en Akita (Japón) nos
proporcionó el mutante de eliminación de Hop sin los dominios TPR1-DP1 de origen humano.
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3.4. Ensayos de interacción entre proteínas
3.4.1. Análisis SNaDE
Se pretendió comprobar bioquímicamente la formación de un complejo binario entre la
chaperona Hsp90 y la cochaperona Hop, así como la formación de un complejo ternario de esas
dos proteínas con la chaperona Hsp70. Para ello se empleó la técnica de SNaDE (Semi-Native
analysis Diagonal Electrophoresis, Liou yWillison (1997)) En primer lugar se formó el complejo
binario mediante la incubación de 15µg de cada proteína (equivalente a 4,1µM de Hsp90 y
12,5µM de Hop) en tampón C (20mM HEPES pH 7,5, 50mM KCl, 5mM MgCl2, 1mM ADP)
en un volúmen total de 20µl durante 40 min. a 30oC con agitación suave. Tras el periodo de
incubación se realizó una electroforesis nativa al 6% de acrilamida en la que se cargaron las
muestras por duplicado. Los carriles para el control de migración de las proteínas individuales
y del complejo se tiñeron con Bio-Safe Coomassie (Biorad) y en un transiluminador se cortaron
con un bisturí en los carriles no teñidos, las bandas a la altura de los controles. Los fragmentos
de acrilamida se deshidrataron en una estufa y rehidrataron con tampón de carga SDS-PAGE.
Las muestras se hirvieron y analizaron en un gel SDS-PAGE, que se tiñió con azul de Coomassie
convencional (Figura 3.1).
El complejo ternario con la chaperona Hsp70 se formó mediante la incubación de 15µg de
cada proteína (equivalente a 4,1µM de Hsp90, 12,5µM de Hop y 10,7µg de Hsp70) en tampón
C (20mM HEPES pH 7,5, 50mM KCl, 5mM MgCl2, 1mM ADP) en un volúmen total de
20µl durante 40 min a 30oC con agitación suave. El complejo se analizó siguiendo la misma
metodología descrita.
Figura 3.1: Descripción del método SNaDE. A)Gel Nativo-PAGE donde los carriles A y B representan las
proteínas individuales y C el complejo formado por ambas. Las muestras se cargaron por duplicado utilizando
la primera mitad del gel, teñido con Bio-Safe Comassie, como control de movilidad para cortar las bandas
correspondientes en la mitad no teñida. B) Gel SDS-PAGE donde los números representan los fragmentos de
acrilamida cortados del gel nativo y las bandas, las proteínas contenidas en los fragmentos de gel.
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3.4.2. Análisis en pull-down.
Complementariamente al método SNaDE, se analizó el complejo binario entre Hsp90 y Hop
empleando la técnica de pull-down aprovechando para ello la presencia de un tag de histidinas
en Hsp90.
El complejo se formó mediante la incubación de 15µg de cada proteína (equivalente a
4,1µM de Hsp90 y 12,5µM de Hop) en tampón PD (20mM HEPES pH 7,5, 150mM KCl,
5mM MgCl2, 1mM DTT) en ausencia de nucleótido o presencia de 2mM ADP o 1mMATP en
un volúmen total de 20µl. La incubación se mantuvo durante 40 min a 30oC y con agitación
suave. Posteriormente se incubó el complejo durante 5 min con 150µl de resina de níquel
preequilibrada con tampón HT-A pero con solo 150mM de KCl para evitar la ruptura de los
complejos debido a una elevada fuerza iónica. Trascurrida la incubación la muestra se recuperó
mediante centrifigación a 1 500 xg durante 30 seg y se lavó 10 vc con el mismo tampón. Las
proteínas se eluyeron de la resina mediante la incubación durante 5 min. con el tampón HT-B
seguida de una centrifugación a 3 000 xg durante 30 seg y se analizaron mediante SDS-PAGE.
3.5. Purificación de complejos proteicos
3.5.1. Purificación por cromatografía de exclusión molecular
Esta técnica se empleó para purificar los complejos decritos en Tabla 3.3. Se realizó
la incubación de las proteínas correspondientes en las cantidades indicadas en el tampón
C en un volúmen final de 110µl y en presencia de 5mM de MgCl2 y 2mM de ADP. Las
reacciones se incubaron durante 40 min a 30oC con agitación suave y se les añadió 20mM
de molibdato sódico una vez conluída ésta. Posteriormente las muestras se inyectaron en una
columna Superdex 200 HR 10/30 (GE Healthcare) en un equipo FPLC (GE Healthcare) a
temperatura ambiente. A las fracciones obtenidas se les anadió 25mM de molibdato sódico
y se dividieron en dos alícuotas, una de las cuales se mantuvo en las mismas condiciones y
la otra se estabilizó con 0,005 % de glutaraldehido durante 10 min a temperatura ambiente
y con agitación. Trasncurrido ese tiempo se inactivó el glutaraldehido mediante la adición de
20mM de Tris-HCl pH 7,5. Todas las muestras se analizaron en gel SDS-PAGE y mediante
ME (microcopía electrónica)
Complejos
Componentes Hsp90:Hop:Hsp70 Hsp90:Hop:Hsp70:Hsp40 Hsp90:∆Hop
Hsp90 10µM 10µM 10µM
Hop 30µM 30µM -
∆Hop - - 45µM
Hsp70 25µM 25µM -
Hsp40 - 2,5µM -
Tabla 3.3: Reacciones de formación de los complejos analizados mediante exclusión molecular
Reacciones de formación de los complejos purificados mediante exclusión molecular donde se detallan las mo-
laridades empleadas de cada proteína.
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Componentes
Complejos Hsp40 Hsp70 Hop Hsp90 Ac Ac Fab
Ydj1 Ssa1 Stip1/R469A Hsp90y LBD (NBD) (SBD) (DP2)
Hsp90:Hop - - 14µM 5µM - - - -
Hsp90:Hop:Hsp70 - 12µM 14µM 5µM - - - -
Hsp90y:Stip1 - - 14µM 5µM - - - -
Hsp90y:Stip1:Ssa1:Ydj1 2µM 12µM 14µM 5µM - - - -
Hsp90y:R469A:Ssa1:Ydj1 2µM 12µM 14µM 5µM - - - -
Hsp90y:LBDy - - - 5µM 16,6µM - - -
Hsp90:Hop
Ac·Hop(DP2) - - 14µM 5µM - - - 20µM
Hsp90:Hop:Hsp70:Hsp40
Ac·Hsp70(NBD) 2µM 12µM 14µM 5µM - 7µM - -
Hsp90:Hop:Hsp70:Hsp40
Fab·Hsp70(SBD) 2µM 12µM 14µM 5µM - - 7µM -
Tabla 3.4: Reacciones de formación de los complejos analizados mediante GraFix. Reacciones de
formación de los complejos analizados mediante GraFix donde se indican las molaridades de las proteínas
empleadas para la formación de cada complejo.
3.5.2. GraFix
El método de GraFix (Gradient Fixation) (Figura 3.2 A) (Kastner y cols., 2008) se utilizó
para la estabilización y purificación de los complejos indicados en la Tabla 3.4. Esta técnica
permite la utilización de menores cantidades de proteína, lo cual es especialmente importante
en la formación de los inmunocomplejos descritos en esta tesis debido a la limitada cantidad
disponible de anticuerpos. Además, esta técnica de purificación permite la fijación de los
complejos simultáneamiente a su separación.
Los diferentes complejos se formaron mediante la incubación de las proteínas en estudio en
un tampón GFX (20mM HEPES pH 7,5, 100mM KCl 5mM MgCl2, 1mM DTT, 1mM ADP)
en presencia de 5mM de MgCl2 y 2mM de ADP en un volumen final de entre 20 y 30µl. Las
reacciones se incubaron a 30oC en el caso de los complejos de origen humano y 28oC en los de
levaduras, durante 40 min con agitación suave. Transcurrido ese tiempo, se les añadió 20mM
de molibdato sódico. En el caso particular del complejo entre Hsp90y y LBDy, la incubación
fue realizada en tampón GFX2 (20mM HEPES pH 7.5, 100mM KCl, 5mM MgCl2, 2mM
DTT, 20mM Na2MoO4) en presencia de 2mM de AMP·PNP.
Los complejos sin anticuerpos se cargaron en gradientes lineales de glicerol del 10% al
30% mientras que los que poseían algún anticuerpo se realizaron en gradientes del 10% al
40%. Ambos gradientes se complementaron con otro gradiente de glutaraldehido del 0% al
0,15 % y se separaron mediante centrifugación en un rotor SW55Ti durante 16oC a 4oC a una
velocidad de 32,000 rpm. En paralelo, las muestras se centrifugaron en las mismas condiciones
en gradientes de glicerol en los mismos porcentajes anteriores según el tipo de complejo, pero
sin glutaraldehido. Los gradientes se recogieron en fracciones de 200µl y aquellas que contenían
glutaraldehido se inactivaron con 80mM de glicina. Tanto la formación del gradiente como
su fraccionamiento se realizaron en el equipo "Gradient Master ip"de Biocomp. Las muestras
fueron analizadas en geles SDS-PAGE y por ME.
3.6. ANÁLISIS BIOQUÍMICO 39
Figura 3.2: Descripción de la técnica de GraFiX. A) Representación de un tubo de centrífuga con la
muestra en la parte superior y un gradiente de glicerol y glutaraldehido desde el porcentaje más bajo, arriba,
hasta uno mayor, abajo. B) Proceso semiautomático de fraccionamiento con la estación Gradient Master ip.
(Adaptado de Kastner y cols. (2008))
3.6. Análisis bioquímico
3.6.1. Análisis electroforético en geles nativos de agarosa
Para la resolución electroforética de ácidos nucleicos las muestras se mezclaron con tampón
de carga tampón de carga 6x (Azul de bromofenol 0,25 %, cianol de xileno 0,25 % (p/v) y
glicerol 30 % (v/v)) y cargadas en geles de agarosa compuestos por 1 % de agarosa de bajo
punto de fusión (Pronadisa) en tampón TAE 1x (Tris-Acetato-EDTA; 0,04M (484 g/l de Tris
base, 1,14ml/l de ácido acético glacial y EDTA 1mM) preteñidos con el agente intercalante
bromuro de etidio (Invitrogen). La electroforesis se desarrolló a 60-80V y una vez concluída
se analizó el ADN mediante un equipo emisor de luz ultravioleta.
3.6.2. Análisis electroforético en geles de poliacrilamida
Para el análisis del tamaño y pureza de las proteínas se realizó la resolución electroforéti-
ca de proteínas siguiendo el método de Laemmli (Laemmli, 1970) en geles desnaturalizantes
de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE). Las muestras analizadas se mezclaron con tampón
de carga SDS ( Tris-HCl 50mM pH 7,6, EDTA 2mM, SDS 2 % (p/v), glicerol 25 %, azul
de bromofenol 0,01 % (p/v) y β-mercaptoetanol al 5 % (v/v)) y hervidas 3 min a 100oC y
cargadas en geles de poliacrilamida (acrilamida:bisacrilamida 37.5:1) a distintos%. Posterior-
mente, dichos geles se tiñieron con azul de Coomassiee R-250 (0,26 % (p/v), etanol absoluto
45,4 % (v/v) y ácido acético glacial 9,2 % (v/v)) y desteñidos para visualizar las bandas de
proteínas con solución de desteñido (Etanol absoluto al 20 % (v/v) y ácido acético glacial al
10 % (v/v)) o electrotransferidos a membranas de nitrocelulosa.
El análisis de la migración según carga, tamaño y estructura de las proteína o comple-
jos multiproteicos se determinó mediante la electroforesis en geles Nativo-PAGE de distintos
porcentajes de acrilamida:bisacrilamida. Se procedió de la misma manera que en los geles SDS-
PAGE pero sin incorporar en sus todos sus tampones los agentes desnaturalizantes DTT, SDS
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y β-mercaptoetanol, así como el calentamiento de la muestra antes de cargarlo en el gel. Las
electroforesis se desarrollaron a 80 V constantes en el tampón de desarrollo Nativo-PAGE y a
4oC. Para visualizar las proteínas se procedió de la misma manera que en los geles SDS-PAGE.
3.6.3. Electrotransferencia e inmunodetección
Tras realizar la separación electroforética de las proteínas mediante geles SDS-PAGE, éstas
se electrotransfirieron en condiciones semihúmedas durante 60 min a 200 mA a membranas
de nitrocelulosa (Trans-Blot de BIORAD) previamente incubadas en tampón de tranferencia
(Tris-base 25mM, 124mM de glicina, 20 % de etanol y 0,1 % de SDS). Posteriormente las
membranas se expusieron a una solución de bloqueo (solución PBS 1x, leche desnatada al
3 % (p/v) y 0,005 % de Tween20), durante 1 h. a 4oC, con agitación e incubadas con los
anticuerpos primarios deseados en la dilución determinada por la casa comercial, durante 1 h.
a temperatura ambiente y agitación. Después de tres lavados de 10 min con tampón de bloqueo,
se incubaron 1 h a temperatura ambiente con un anticuerpo secundario adecuado conjugado
con peroxidasa (GE Healthcare) diluido 1:10,000 en solución de bloqueo. La membrana se
lavó como anteriormente y se incubó durante 5 min a temperatura ambiente con el sistema
de detección comercial ECL plus (GE Healthcare) y se visualizó la fluorescencia mediante la
exposición de una placa fotográfica y posterior revelado.
3.7. Microscopía electrónica
3.7.1. Preparación de muestras por tinción negativa para microscopía elec-
trónica.
Las proteínas y complejos purificados se analizaron mediante microscopía electrónica de
transmisión (TEM, Transmision Electron Microscopy) a concentraciones variables. Para ello
en primer lugar, se depositó de forma manual y por flotación, una película de carbón sobre
rejillas de Cobre/Rodio. Éstas se sometieron a una descarga iónica durante 20 s para cargar
positivamente a la rejilla e incrementar la cantidad de complejos adheridos a ella. Concluída
la descarga las rejillas se incubaron con 5µl de las muestras durante aproximadamente 7 min.
a temperatura ambiente. Tras la incubación se secó el exceso de líquido depositado en la rejilla
con un papel de filtro (Whatman) y se lavó mediante inmersión de la rejilla en agua destilada
y posterior secado del exceso con papel de filtro. Para teñir la muestra, las rejillas se incubaron
con 5µl de acetato de uranilo al 2% (p/v) durante 3 min y se retiró el exceso del agente de
tinción utilizando papel de filtro. Las rejillas se dejaron secar durante 30 min a temperatura
ambiente para su posterior visualización en el microscopio electrónico.
3.7.2. Adquisición y digitalización de imágenes
Las rejillas de tinción negativa con las diferentes muestras se visualizaron en un micro-
scopio electrónico de transmisión JEOL 1200EX-II equipado con un filamento de wolframio
previamente estabilizado a 100 KV. Las micrografías se tomaron con desenfoques variables
en torno a 1µm, a 60.000 aumentos y a 0o de inclinación del goniómetro, en condiciones
de mínima dosis (aproximadamente 10 e−/
◦
A2 sobre la muestra) y se registraron en películas
Kodak-electron SO-163.
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Figura 3.3: Etapas generales en el procesamiento de imágen de partículas individuales A) 1)
Proceso general seguido en todas las reconstrucciones 3D desde la etapa inicial de adquisición de imagenes
hasta el cálculo de la resolución del modelo 3D obtenido. B) Complejos recontruídos en la presente tesis y
número de partículas seleccionadas manualmente respectivamente.
La digitalización de las micrografías se realizó en un microdensitómetro Photoscan TD
Zeiss-Intergraph utilizando un tamaño de muestreo de 14µm que se corresponde con 2,33
◦
A/px en el especímen.
3.7.3. Procesamiento, selección y análisis bidimensional de partículas indi-
viduales
Las aberraciones en la formación de imagen que se producen en el microscopio electrónico
(aberraciones cromáticas y esféricas de las lentes, astigmatismo, etc.) (Zhu y cols., 1997), así
como errores en el proceso de adquisición de imágenes (Koeck, 2000), que están compendiados
en lo que se ha denominado como Función de Transferencia de Contraste (Contrast Transfer
Function, CTF) (Amos y cols., 1982) se midieron y corrigieron como parte del procesamiento
de imágenes antes de seleccionar las partículas individualmente. Este análisis y corrección se
realizó mediante el programa CTFFIND3 (Mindell y Grigorieff, 2003) implementado en el
paquete informático XMIPP (Marabini y cols., 1996; Scheres y cols., 2008).
Las imágenes de las partículas correspondientes a las proteínas o complejos de interés
se seleccionaron manualmente y estas coordenadas se utilizaron para extraer y normalizar
las partículas (Figura 3.3 y Figura 3.4 A1). Ambos pasos fueron realizados con distintos
módulos del paquete XMIPP. Las imágenes así obtenidas se sometieron a una clasificación y
promediado utilizando refinamientos multireferencia de máxima verosimilitud o correntropía
y redes neuronales auto-organizativas.
El procedimiento de máxima verosimilitud o ML2D (Maximun Likehood 2D, Scheres y
cols. (2005)) es un tipo de clasificación de refinamiento multireferencia que combina el alin-
eamiento y la clasificación en un único proceso iterativo. Todas las partículas se compararon
con un número predefinido de referencias y clasificadas basándose en criterios de la mayor
probabilidad de ser asignadas a una clase. De esta manera, se minimiza la dependencia de las
imágenes de referencia iniciales. Las partículas asignadas a una u otra clase son promediadas y
la imagen promedio es usada como una nueva referencia para la próxima iteracción. El proceso
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concluye cuando no hay más migraciones entre los distintos grupos de referencia y no hay más
cambios en las medias.
Sin embargo, en la clasificación multireferencia basada en la correntropía o CL2D (Clus-
tering 2D, (Sorzano y cols., 2010)), instalado también en el paquete de XMIPP, las partículas
son asignadas a clases que maximizan la probabilidad de ser mejores que todas las imágenes
asignadas y que todas las no asignadas.
Debido a que la clasificación ML2D presenta una cierta dependencia de la relación señal/ruído
(Sorzano y cols., 2010), se emplearon ambos tipos de clasificación para descartar las partículas
más heterogéneas Tabla 3.3 A2). De la misma manera, los resultados obtenidos en estas
clasificaciones se utilizaron para la generación de modelos iniciales, como referencias para la
clasificación Kerdensom así como en la validación de los volúmenes finales.
La clasificación bidimensional basada en redes neuronales auto-organizativas o Kerden-
som (Kernel Density Estimator Self-Organizing Map) (Pascual-Montano y cols., 2001) con-
tenida dentro del paquete XMIPP, se empleó para analizar bidimensionalmente poblaciones
heterogéneas de partículas. Este algoritmo es capaz de separar imágenes previamente alineadas
en diferentes clases atendiendo a pequeñas diferencias en regiones concretas (Penczek y cols.,
1992).
3.7.4. Reconstrucción tridimensional
Obtención de volúmenes iniciales o de referencia
Para iniciar la reconstrucción tridimensional (3D) de las proteínas estudio se generaron
voúmenes de referencia denominados modelos iniciales. Con el objetivo de comprobar que
el resultado final obtenido en cada refinamiento tridimensional es independiente del modelo
inicial empleado se realizaron reconstrucciones en paralelo partiendo de distintas metodologías
en la obtención del mismo que se describen a continuación Tabla 3.3 B):
a) Método de líneas comunes. Este método permite generar volúmenes de referencia a
partir de una clasificación bidimensional previa de las partículas y se basas en el teorema de la
sección central (Crowther y cols., 1970) que postula que la trasnformada de Fourier de imágenes
bidimensionales, representan proyecciones de un objeto tridimensional y constituyen planos
de ese objeto en el espacio de Fourier tridimensional. De esta forma a través del programa
StartAny se puede combinar la información de las diferentes medias bidimensionales en el
espacio de Fourier y buscar así las líneas comunes que comparten para obtener un volumen
filtrado a baja resolución, punto de partida del análisis iterativo.
b) Blob. Se puede generar modelos inciales partiendo de dimensiones predefinidas com-
putacionalmente. El programa Makeinitalmodel (implementado en el paquete de EMAN
(Ludtke y cols., 1999) volúmenes tridimensionales a partir de dimensiones establecidas por el
usuario. El resultado es un volumen con una forma geométrica que recibe el nombre de blob
que se utiliza exclusivamente para generar un conjunto de proyecciones con las que comparar
las partículas para comenzar el refinamiento iterativo.
c) Ruido. Este método está basado en el anterior descrito. Consiste en la generación
de ruido a un modelo inicial (creado con makeinitialmodel a través del programa proc3d
(implementado en EMAN).
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d) Estructura cristalográfica filtrada. Cuando existe información de la estructura
cristalográfica de la proteína semejante, se puede generar un modelo inicial mediante el fil-
trado de la misma a baja resolución (p. Ej. en torno a 60
◦
A) mediante el programa pdb2mrc
(integrado en el paquete de EMAN).
Refinamiento
La reconstrucción tridimensional de las muestras estudio se realizó en base a ciclos de
proyección, comparación,asignación de ángulos y retroproyección en lo que se conoce como
refinamiento angular iterativo.
El proceso de refinamiento comienza con la proyección del modelo 3D inicial en el es-
pacio, generando un determinado número de proyecciones en función del ángulo definido por
el usuario. Estas proyecciones se usaron como referencias iniciales (referencias teóricas) y se
compararon con todas las partículas seleccionadas y extraídas de las micrografías (referen-
cias experimentales). De esta manera, se realiza una clasificación bidimensional en la que cada
referencia experimental (cada partícula) es asignada a una proyección teórica (con un determi-
nado ángulo de proyección). Finalmente se procede a la retroproyección de las referencias
experimentales derivadas de las teóricas en el espacio de Fourier, obteniendo un nuevo modelo
que se emplea como volúmen de referencia para la siguiente iteracción. El proceso se repite de
manera iterativa hasta que no se observan cambios significativos entre sucesivas iteracciones
Tabla 3.3 B) y Tabla 3.3 A2).
El refinamiento angular iterativo y la reconstrucción tridimensional de volúmenes se realizó
mediante los siguientes paquetes:
a) EMAN . Realiza el refinamiento angular iterativo de forma semiautomatizada a través
del programa Refine. Este programa de usó en etapas iniciales de la reconstrucción 3D gra-
cias a la minimización de la dependencia que pueda existir respecto del modelo inicial en la
generación del volúmen final. El proceso de refinamiento mediante este método se repitió hasta
que se obtuvo un modelo estable.
b) XMIPP (Marabini y cols., 1996) . Para un refinamiento más exhaustivo de los
volúmenes obtenidos se usaron dos herramientas contenidas en este paquete. La primera de el-
las es el programa ML3D (maximum likehood 3D classification) (Scheres, 2010) que permitió
separar estructuralmente aquellas muestras más heterogeneas en poblaciones homogéneas me-
diante un refinamiento multi-referencia angular 3D usando parámetros de máxima verosimil-
itud Tabla 3.3 C1). Las partículas seleccionadas así como el volumen derivado de ellas y
filtrado a 50
◦
A, se emplearon para comenzar un nuevo ciclo de refinamiento en EMAN. El se-
gundo programa empleado,Projection Matching funciona de manera similar al refinamiento
de EMAN comenzando con un algoritmo que busca la mejor orientación angular para cada
imágen Tabla 3.3 C2). Este procedimiento presenta mayor dependencia de volumen de ref-
erencia que el implementado en el paquete informático EMAN, por lo que funciona mejor
cuando se utiliza con volúmenes de referencia más estables y fidedignos con respecto al espéci-
men original.
3.7.5. Estimación de la resolución.
Tras concluir el proceso de refinamiento y obtener la reconstrucción final de la muestra
estudio se llevó a cabo la estimación de la resolución de la estructura mediante el criterio
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FSC ( Fourier Shell Correlation) (van Heel, 1984) . El objetivo de esta estimación consiste
en definir de manera cuantitativa la resolución que se aprecia en el volumen obtenido. Para
ello el conjunto inicial de partículas se divide en dos grupos y se calcula la reconstrucción
tridimensional de cada grupo. Después se comparan las estructuras en el espacio de Fourier
y se calcula la correlación entre ambas en función de la frecuencia espacial, tomando como
criterio arbitrario la resolución a la que se alcanza un 0,5 de correlación (Bottcher y cols.,
1997) o un 0,3 (Orlova y cols., 1997) Tabla 3.3 C3).
Los volúmenes finales obtenidos se filtraron a la resolución estimada para eliminar las
frecuencias espaciales accesorias y se validaron mediante una comparación con las clases medias
de las clasificaciones ML2D y/o CL2D libres de referencia, así como las proyecciones teóricas
y experimentales en el proceso de refinamiento.
3.7.6. Ajuste de las estructuras atómicas en los volúmenes 3D
El ajuste de las estructuras atómicas conocidas en los mapas de densidad (modelos 3D de
los diferentes complejos) se realizó mediante un ajuste inicial manual en el programa USCF
Chimera y optimizado posteriormente con refinamientos del propio programa (Pettersen y
cols., 2004).
3.8. Ultracentrifugación analítica
Los experimentos de velocidad de sedimentación con las muestras purificadas de la proteína
Hop se llevaron a cabo a 20oC a 42,000 rpm durante 7 horas en una ultracentrífuga analítica
Optima XLA (Beckman-Coulter) con un rotor Au50Ti y equipada con un sistema óptico de
medida UV-Vis y piezas centrales de doble sector de 1,2mm. Se empleó un volumen de muestra
de 390µl a una concentración de Hop de 0.74 y 1,23mg/ml en tampón FG (20mM HEPES
pH 7,5, 150mM KCl, 5 % glicerol, 1mM DTT, 1mM PMSF). Los datos de sedimentación a
alta revoluciones se recogieron a 280 nm y el coeficiente de sedimentación se calculó según
el modelo de distribución continua de Lamm (Schuck, 2000) implementado en el programa
SEDFIT (http://www.rasmb.bbri.org/).
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Figura 3.4: Muestra del procesamiento de imágen de partículas individuales A1)Muestra de una mi-
crografía de tinción negativa del complejo Hsp90:Hop:Hsp70 de humanos. En círculos rojos se señala una muestra
de las partículas seleccionadas. 2) Representación de diferentes vistas de la reconstrucción de Hsp90:Hop:Hsp70
a partir de una clasificación bidimensional libre de referencia (ML2D/CL2D) y proyecciones y medias generadas
durante la reconstrucción en EMAN. La correspondencia de estas vistas con las mismas en el modelo 3D final
nos dan una idea de la calidad del modelo. B1) Recontrucciones 3D simultáneas e independientes de la misma
muestra, partiendo de modelos iniciales diferentes (Common lines, blob, noise). La obtención de modelos finales
similares es indicativo de que los programas de procesamiento no son dependientes de los modelos iniciales.
C1) Representación de los volúmenes generados tras una clasificación ML3D a partir del volumen más estable
procedente de EMAN. 2) Volumen generado tras un refinamiento mediante Projection Matching a partir del
volumen más estable en ML3D. Este modelo es el empleado para 3) calcular las distribuciones 2D y 3D angu-
lares de las partículas (donde cada círculo o esfera representa una proyección del modelo final) 4) y la curva
de resolución FSC del modelo.
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Capítulo 4
Resultados
4.1. Clonación y purificación de Hsp40
La proteína Hsp40 se clonó incorporando un tag de histidinas en su extremo C-terminal que
facilita su posterior purificación y además, tal como se demostró posteriormente, no interfirió
en las interacciones con Hsp70 (Suh y cols., 1998). Las condiciones óptimas de expresión para
Hsp40 se obtuvieron mediante una inducción con 0,7mM de IPTG durante 3 horas a 37oC,
que mostró en los extractos bacterianos clarificados, una banda de movilidad electroforética
de masa molecular en torno a los 40 kDa reconocida por anticuerpos específicos contra el tag
de histidinas.
La purificación de esta proteína a escala preparativa se realizó a partir de 2l de cultivo.
Transcurridos los tiempo de inducción en condiciones óptimas, el cultivo se clarificó y se
sometió a dos procesos cromatográficos , como se describe en el Apartado ??, el primero de
afinidad en resina de níquel y el segundo de exclusión molecular (Figura 4.1). El último paso
de purificación se realizó con mayor contenido de compuestos reductores con el fin de minimizar
los fenómenos de agregación de Hsp40. Las fracciones obtenidas al final de la purificación se
analizaron mediante electroforesis en geles SDS-PAGE y Nativo-PAGE y aquellas muestras
con elevada pureza y una oligomerización correspondiente al estado dimérico de Hsp40 se
combinaron y concentraron. El rendimiento total de proteína pura y dimérica por litro de
cultivo inicial osciló entre 7-10 mg.
47
48 CAPÍTULO 4. RESULTADOS
Figura 4.1: Purificación de Hsp40. A) Perfil cromatográfico de elución de Hsp40 de la resina de níquel. En
la parte inferior se muestra gel SDS-PAGE de las fracciones recogidas (línea roja) y de las fracciones elegidas
para el siguiente paso de purificación (recuadro negro). Las calles 1 y 2 representan la muestra del extracto
bacteriano inyectada y la muestra que no interaccionó con la resina, respectivamente. B) Perfil cromatográfico
de elución de Hsp40 de una exclusión molecular. En la parte inferior se muestran dos geles con las fracciones
recogidas (línea roja): SDS-PAGE arriba y Nativo-PAGE en la parte inferior. Las fracciones elegidas para
concentrar (recuadro negro) lo fueron por la pureza relativa observada en el gel Nativo-PAGE. La pureza y
oligomerización final están representadas por F, en gel SDS-PAGE y Fn, en gel Nativo-PAGE respetivamente
y la señal obtenida en un Western Blot contra la proteína, en Ac.
4.2. Purificación de Hsp70
La secuencia de la proteína Hsp70 había sido clonada previamente en nuestro laboratorio
en un plásmido que posee un tag de histidinas en su extremo N-terminal, sin embargo, no se
había optimizado su expresión. Las condiciones óptimas de expresión se obtuvieron mediante
una inducción de 0,5mM de IPTG durante 12 horas a 18oC. Los análisis en geles SDS-PAGE
de los extractos celulares clarificados mostraron una banda de movilidad electroforética de
masa molecular en torno a los 70 kDa reconocida por anticuerpos específicos frente a Hsp70
y al tag de histidinas.
La purificación de Hsp70 a escala preparativa se realizó siguiendo los mismos pasos descritos
para la purificación de Hsp40, obteniéndose en este caso un rendimiento total de Hsp70 pura
y monomérica, entre 3-7 mg por litro de cultivo inicial (Figura 4.2). La disminución en el
rendimiento se debe a la aparición de diferentes especies oligoméricas y a su alta tendencia
a la agregación de esta chaperona que se produce a través del extremo C-terminal (Chou y
cols., 2003; Jiang y cols., 2006).
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Figura 4.2: Purificación de Hsp70 A) Perfil cromatográfico de elución de Hsp70 tras su paso por la
resina de níquel. En la parte inferior se muestra gel SDS-PAGE de las fracciones recogidas (línea roja),y las
fracciones elegidas para el siguiente paso de purificación (recuadro negro). Las calles 1 y 2 representan la
muestra inyectada y la muestra que no interaccionó con la resina, respectivamente. B) Perfil cromatográfico
de la elución de Hsp70 en la columna de exclusión molecular. En la parte inferior se muestran dos geles con
las fracciones recogidas (línea roja): SDS-PAGE arriba y Nativo-PAGE en la parte inferior. Las fracciones
elegidas para concentrar (recuadro negro) lo fueron por la pureza observada en el gel Nativo-PAGE. Debido
al elevado grado de oligomerización, solo las fracciones enmarcadas correspondientes al estado monomérico de
Hsp70 (enmarcadas también en el pico cromatográfico), son las empleadas para su concentración. La pureza y
oligomerización final están representadas por F, en gel SDS-PAGE y Fn, en gel Nativo-PAGE respetivamente
y la señal obtenida en un Western Blot contra la proteína, en Ac.
4.3. Purificación y caracterización estructural de Hsp90
4.3.1. Clonación y purificación
Diversos estudios muestran que Hsp90 interacciona con sus cochaperonas y sustratos a
través de sus regiones CTD y MD (Li y cols., 2010; Young y cols., 1997). Por ello, la clonación
de esta proteína se realizó de manera que el tag de histidinas quedase incorporado en su
extremo N-terminal. La expresión óptima de Hsp90 se obtuvo mediante la inducción de 0,5mM
de IPTG durante 4 horas a 30oC. Los extractos celulares obtenidos se analizaron y purificaron
siguiendo los mismos procedimientos descritos para Hsp40 y Hsp90, con los que se obtuvo
rendimientos totales de proteína pura y dimérica (Minami y cols., 1994) de entre 3-5mg por
litro de cultivo inicial (Figura 4.3 A y B) . Los bajos rendimientos obtenidos se deben a
la alta tendencia a la agregación que posee esta proteína (Lee y cols., 2011; Nemoto y cols.,
1995).
En la purificación de Hsp90 se detectó de forma sistemática la presencia de una segunda
especie proteica de movilidad cercana a los 73 kDa que permanecía hasta las etapas finales de
la purificación (Figura 4.3 c)). Estudios previos habían observado una actividad peptidasa
intrínseca de Hsp90 potenciada por determinados cationes (Ca+2, Mg+2), temperaturas (máx.
50 CAPÍTULO 4. RESULTADOS
Figura 4.3: Purificación de Hsp90 A) Perfil cromatográfico de elución de la muestra de Hsp90 inyectada
en la resina de níquel. En la parte inferior se muestra gel SDS-PAGE de las fracciones recolectadas (línea roja),
las fracciones elegidas para el siguiente paso de purificación (recuadro negro). Las calles 1 y 2 representan
la muestra de extracto total inyectada y la muestra que no interaccionó con la resina, respectivamente. B)
Perfil de la elución de Hsp90 en la columna de exclusión molecular. En la parte inferior se muestran dos geles;
SDS-PAGE en la parte superior y Nativo-PAGE en la parte inferior. Las fracciones elegidas para concentrar
(recuadro negro) lo fueron por la pureza relativa observada en el gel Nativo-PAGE. Debido al elevado grado
de oligomerización, solo las fracciones enmarcadas correspondientes al estado dimérico (enmarcadas también
en el pico cromatográfico), son las empleadas para su concentración. La pureza y oligomerización final están
representadas por F, en gel SDS-PAGE y Fn, en gel Nativo-PAGE respetivamente y la señal obtenida en
un Western Blot contra la proteína, en Ac. C) A la izquierda se muestra el detalle de un gel SDS-PAGE
de una fracción eluída de la resina de níquel (HT) y de la Superdex 200 (EM). A la derecha, se muestra la
misma fracción de la Superdex 200 en un gel Nativo-PAGE. Los asteriscos señalan la banda correspondiente al
fragmento proteolizado de Hsp90. D) Representación de los resultados obtenidos en los análisis de Hsp90 por
espectrofotometría de Hsp90. Los resultados mediante MALDI-TOF y ESI identificaron el péptido (566-573)
presente en Hsp90 completa pero no en el fragmento proteolizado. La identificación mediante ESI del péptido
(547-560) en el fragmento de Hsp90, nos permiteron identificar el punto de corte de ésta entre los resíduos 560
y 566. E) Representación de las diferentes estructuras de Hsp90 que pueden ser obtenidas en la purificación,
en mayor o menor cantidad en función de los procedimientos seguidos en la misma.
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50oC) y pH (máx 8.0) e inhibida por algunos inhibidores de proteasas y molibdato (Montel y
cols., 2000) Quisimos comprobar si se trataba de un producto de proteolisis de Hsp90 o de algún
tipo de contaminante. Para ello, las dos bandas de proteína (de 90 y 73 kDa) se extrajeron
y se analizaron mediante MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization- Time-
Of-Flight) y ESI (Electrospray Ionization) en el servicio de Proteómica del CNB. Estos análisis
mostraron que el corte ocurre entre los resíduos 560 y 563, región que se corresponde con un
lazo expuesto y propenso a proteólisis (Figura 4.3 d) y e)).
4.3.2. Caracterización estructural de Hsp90 por microscópica electrónica
apartado:resultados:90]
Estudios previos mediante ME han mostrado una gran flexibilidad intrínseca de Hsp90
en diversas conformaciones provocadas por factores como cambios en el pH, nucleótidos o
cochaperonas (Krukenberg y cols., 2009a,b, 2011; Shiau y cols., 2006; Southworth y Agard,
2011). Dado que en esta tesis doctoral se aborda la interacción de Hsp90 con Hsp70, Hop y el
GR (en concreto, LBD, su dominio de unión a Hsp90), se planteó la necesidad de caracterizar
estructuralmente Hsp90 mediante ME, en las mismas condiciones de formación de los comple-
jos (excepto en las condiciones de formación del complejo Hsp90:LBD), para determinar su
conformación o conformaciones predominantes.
Tras incubar Hsp90 en las mismas molaridades y condiciones que se emplearon para los
complejos Hsp90:Hop y Hsp90:Hop:Hsp70, detallados más adelante, se sometió a la muestra a
una cromatografía de exclusión molecular y se obtuvo un único pico de absorbancia. Se esta-
bilizaron las fracciones con molibdato y glutaraldehido (más adelante se abordará este tipo de
estabilización) y se visualizaron mediante ME por tinción negativa. Las micrografías obtenidas
mostraron una distribución de partículas con una forma y tamaño homogéneo (Figura 4.4
A). El análisis bidimensional reveló la presencia de varias clases de vistas frontales de Hsp90
con una conformación semicerrada, muy parecida a la estructura atómica en estado ADP
(Shiau y cols., 2006), aunque se observaron sensibles diferencias en los extremos N-terminales
(Figura 4.4 b)). En ninguna de las clases obtenidas se observaron estructuras abiertas de
Hsp90 propias de otros estados conformacionales. La reconstrucción 3D de Hsp90 a partir de
la selección de 12.000 partículas mostró igualmente formas semicerradas de esta proteína con
cierta heterogeneidad en cuanto a los extremos N-terminales (Figura 4.4 c)) .
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Figura 4.4: Procesamiento bidimensional y 3D de Hsp90 en su estado ADP. A) Micrografía elec-
trónica con un campo de Hsp90. En el recuadro se muestra un área aumentada de tamaño. B) Medias bidi-
mensionales libres de referencia de Hsp90 obtenidas a partir de una clasificación CL2D. A la izquierda, vistas
frontales en un estado semicerrado correspondientes a un estado ADP. b Representación de 3 clases de Hsp90
con diferentes grados de apertura en sus extremos N-terminales. C) Estructuras de Hsp90. A la izquierda se
muestra la estructura atómica de Hsp90·ADP (PDB:2IOP), en el centro, en gris, la misma estructura filtrada
a 50
◦
Ay a la derecha, en azul, el modelo 3D obtenido a partir de las 12.000 partículas en su
estado ADP.
4.4. Purificación y caracterización estructural de Hop
Puesto que Hop debe interaccionar con Hsp90 y Hsp70 en diferentes puntos de su superfiecie
(Chen y Smith, 1998), se decidió no incorporar ningún tag a su secuencia. Para la expresión
de Hop se indujeron los cultivos con 0,4mM de IPTG y se recogieron tras 4 horas a 30oC. Se
detectó mediante un gel SDS-PAGE la presencia de una banda de movilidad electroforética
de masa molecular cercana a los 60 kDa y reconocida por anticuerpos específicos contra Hop.
Dada la ausencia de cualquier tag que pudiera facilitar su purificación, la proteína Hop
se sometió a tres pasos cromatográficos sucesivos, el primero de ellos de afinidad/intercambio
iónico en una resina de heparina, el segundo en una resina de intercambio aniónico, Q y en un
último paso, una de exclusión molecular. Las fracciones eluídas se analizaron mediante elec-
troforesis en geles SDS-PAGE y Nativo-PAGE y aquellas suficientemente puras, se mezclaron
y concentraron. (Figura 4.5 A, B y C). El rendieminto de proteína pura obtenidos por litro
de cultivo inicial osciló entre 15-20 mg.
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A pesar de que la presencia de un único pico en el cromatograma de exclusión molecular
sugería un estado oligomérico mayoritario de Hop, su volúmen de elución no permitía estable-
cer concretamente si se trataba de un estado monomérico o dimérico, ni tampoco lo permitía
su movilidad en geles Nativo-PAGE. Además, este aspecto tampoco había sido esclarecido
en trabajos previos, que mostraban cierta controversia entre un estado monomérico o diméri-
co (Flom y cols., 2007; Longshaw y cols., 2009; Onuoha y cols., 2008). Por ello, decidimos
someter la muestra purificada a ensayos de ultracentrifugación analítica en colaboración con
el Dr. Guillermo Montoya (CNIO, Madrid). Estos ensayos se realizaron utilizando diferentes
concentraciones de Hop (15 y 25µM) demostrando en todos los casos la presencia de un único
estado poblacional cuyo coeficiente de sedimentación corresponde a un estado monomérico,
con un tamaño próximo a 60 kDa y sin poblaciones secundarias (Figura 4.5 d)). Además,
el valor del coeficiente de fricción de 1,6 (donde 1,3 es una proteína totalmente globular y
1,8 una proteína asimétrica o glicosilada), sugiere que se trata de una proteína medianamente
elongada, lo que puede explicar la inusual migración en columnas de exclusión molecular y en
geles Nativo-PAGE.
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Figura 4.5: Purificación de Hop y análisis estructural. a) Perfil cromatográfico de elución de Hop
obtenido tras su paso por la columna de afinidad de heparina. En la parte inferior se muestra gel SDS-PAGE
de las fracciones recogidas (línea roja y negra), las fracciones elegidas para el siguiente paso de purificación
(en recuadro negro). La calle 1 representa la muestra de extracto bacteriano inyectada en la columna. b)
Perfil cromatográfico de elución de Hop de la resina Q. En la parte inferior se muestra el gel SDS-PAGE de
las fracciones recogidas ( línea roja y negra), y las fracciones elegidas para el siguiente paso de purificación
(en recuadro negro). La calle 1 representa la muestra procedente de la columna de heparina, inyectada en la
columna. c) En la parte inferior se muestran dos geles; SDS-PAGE arriba y Nativo-PAGE en la parte inferior.
Las fracciones elegidas para concentrar (recuadro negro) se basaron en la pureza poblacional observada en el
gel Nativo-PAGE y se concentraron con resultado final representado en F, en gel SDS-PAGE y Fn, en gel
Nativo-PAGE respetivamente. La señal obtenida en un Western Blot contra la proteína está señalada en Ac.
d) Análisis por velocidad de sedimentación de la proteína Hop. Distribución del coeficiente de sedimentación,
C(s), de la muestra de Hop (25µM) a partir de un experimento a 42,000 rpm y 20oC durante 7 horas.
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4.5. Caracterización estructural del complejo Hsp90:Hop
4.5.1. Ensayos de interacción y purificación del complejo
La existencia de la colaboración entre Hsp90 y Hop había ampliamente descrita en estudios
previos (Hernandez y cols., 2002a; Li y cols., 2010; Onuoha y cols., 2008; Richter y cols., 2003).
Nos propusimos caracterizar estructuralmente en mayor detalle dicha interacción mediante
microscopía electrónica y reconstrucción 3D del complejo formado por las proteínas citadas.
Se evaluaron dieferentes condiciones de interacción como paso previo a la purificación de los
complejos. Los ensayos mediante pull-down en resinas de níquel mostraron la interacción entre
ambas proteínas en presencia de ADP, ATP y ausencia de nucleótido (Figura 4.6 a)). Dado
que se ha descrito que la interacción in vivo entre la chaperona y Hop, sucede en presencia de
ADP (Hernandez y cols., 2002a; Southworth y Agard, 2011), decidimos abordar la formación
de este complejo en presencia de este nucleótido. La formación de éste también fue analizado
mediante SNaDE, aunque el complejo presentó una movilidad diferente a la esperada (Figura
4.6 b)).
Figura 4.6: Ensayos de interacción entre Hsp90 y Hop. A) Ensayo de interacción mediante pull-down.
En la parte superior se muestra un gel SDS-PAGE de los controles de unión a la resina de Hsp90, ∆Hsp90 y
Hop. Abajo, gel SDS-PAGE con los ensayos entre las proteínas en presencia de ADP, ATP y sin nucleótido.
L1 representa el primer lavado, L10 el décimo y E, la fracción eluída del pull-down. B) Análisis SNaDe. A la
izquierda se muestra el gel nativo con las migraciones de Hsp90, Hop y del complejo. Las numeraciones del 1
al 7 corresponden a las bandas extraídas del gel nativo para su posterior utilización en la segunda dimensión.
La segunda dimensión mostrada en el gel SDS-PAGE, a la derecha, muestra la presencia de Hsp90 y Hop
correspondiente a la banda 7 del gel nativo. Es importante destacar la ausencia o menor señal de ambas
proteínas en los controles a la misma altura del complejo.
Los complejos formados en las condiciones establecidas anteriormente se purificaron me-
diante filtración en gel. El perfil de elución obtenido mostró un solapamiento entre los picos
de elución del complejo y de Hsp90 libre (Figura 4.7 A) que no se corresponde, al igual que
ocurre en los análisis por SNaDE, con los perfiles típicos de aislamiento de complejos prote-
icos. El análisis mediante ME de estas muestras evidenció una marcada heterogeneidad en la
que se podían distinguir distinguir dos poblaciones mayoritarias, unas en la que se observaban
partículas más alargadas y de menor tamaño que pueden atribuirse a Hsp90 por su similitud
con las partículas observadas en muestras de Hsp90 aislada, descrito en el Apartado ??, y otra
población de mayor tamaño y de forma globular, atribuíble al complejo Hsp90:Hop (Figura
4.7 C).
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Figura 4.7: Purificación del complejo Hsp90:Hop. A) Perfil cromatográfico de elución del complejo
Hsp90:Hop (en magenta) en una columna Superdex 200. Los controles de Hsp90 y Hop se representan en azul
y verde respectivamente. En la parte inferior se muestra el gel SDS-PAGE con las fracciones eluídas de la
interacción Hsp90:Hop. La línea azul y verde representa el sitio de elución de los controles, y enmarcadas, las
fracciones del complejo. B) Purificación y estabilización del complejo mediante GraFix. En la parte superior,
gel SDS-PAGE, correspondiente al control de migración de Hsp90 y Hop de manera conjunta en el gradiente sin
glutaraldehido y en la parte inferior, con el agente fijador. La presencia de bandas en torno a 250 kDa muestran
la fijación del complejo gracias al glutaraldehido. Es importante destacar la elevada proteólisis que sufre Hsp90
durante el proceso. Los asteriscos representan las fracciones visualizadas mediante ME. C) Micrografías de las
fracciones seleccionados en ambos gradientes. A la izquierda se muestra un campo de ME de la fracción con
glutaraldehido y a la derecha sin él. En la parte superior izquierda de cada micrografía, detalle de las partículas
obtenidas. El campo de ME sin glutaraldehido muestra un aspecto similar al obtenido tras una purificación del
complejo mediante cromatografía de exclusión molecular.
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Debido a las limitaciones en la resolución de las resinas de exclusión molecular se decidió
recurrir a la técnica de GraFiX con el objeto de obtener una muestra más homogénea. Las
fracciones del grandiente fijado con glutaraldehido en las cuales se detectó una banda de
aproximadamente de 250 kDa en geles SDS-PAGE, mostraron una gran homogeneidad al
observarlas mediante ME, así como un tamaño acorde con el complejo (Figura 4.7 B y C).
La muestra cumplía pues con los requisitos para ser utilizada para su análisis estructural y
reconstrucciòn 3D. No obstante, en las condiciones de formación de este complejo se observó
cierto grado de proteólisis de Hsp90 (Figura 4.7 B). Se ha descrito en la bibliografía que el
ión molibdato es capaz de inhibir la actividad proteolítica de Hsp90 (Hartson y cols., 1999;
Pratt y Toft, 1997), por ello decidimos analizar la formación del complejo en presencia de 25
mM de molibdato sódico, que se añadió en diferentes etapas de la purificación. Se observó
que, si bien la adición del molibdato previa a la formación del complejo o en el tampón de
cromatografía, inhibía su formación, su adición posticubación proporcionaba unas condiciones
óptimas de inhibición de la proteolisis de Hsp90 mientras que incrementaba la formación del
complejo (Figura 4.8 A). Estas condiciones se extendieron también al aislamiento mediante
GraFix (Figura 4.8 D).
Figura 4.8: Optimización de la purificación del complejo Hsp90:Hop. A) Perfil de elución y gel SDS-
PAGE de las purificaciones de Hsp90:Hop mediante cromatografía de exclusión molecular y con la adición de
molibdato en distintos momentos; 1: Adición de molibdato en la incubación. 2: Adición de molibdato en la
incubación y en el tampón de elución. 3: Adición de molibdato solo al concluir la incubación. En los tres casos
se observan diferencias en cuanto a la cantidad de Hsp90 proteolizada y formación del complejo. Las fracciones
recudradas corresponden a las fracciones donde existe complejo y las líneas (azul y verde) a los lugares de elución
de los controles Hsp90 y Hop, respectivamente.B) Purificación del complejo mediante GraFix. 1: Se representan
dos geles SDS-PAGE, arriba el correspondiente al gradiente sin glutaraldehido y abajo con glutaraldehido. Es
importante destacar la inhibición de la proteólisis tras la adición de molibdato. El asterisco muestra la fracción
elegida (a una altura en torno a los 250 kDa) para la caracterización estructural del complejo. En 2: se muestran
los controles de migración de Hsp90 y Hop en presencia y ausencia de glutaraldehido.
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4.5.2. Reconstrucción tridimensional del complejo Hsp90:Hop
Para la obtención de una reconstrucción 3D del complejo Hsp90:Hop se realizó un análisis
por ME y tinción negativa de las muestras obtenidas mediante GraFix y estabilizadas medi-
ante molibdato. Se realizó la selección manual de 21.000 partículas de las cuales se emplearon
20.568 en las etapas posteriores. Estas partículas se clasificaron y promediaron mediante clasi-
ficaciones ML2D y CL2D. Algunas de las medias obtenidas se emplearon para la obtención de
los modelos iniciales mediante líneas comunes y sus dimensiones se utilizaron para la generación
de un blob. Adicionalmente se generó otro modelo inicial a partir de la estructura atómica de
Hsp90 en estado ADP (PDB:2IOP) filtrada a 50
◦
Ade resolución. Se realizaron reconstrucciones
3D independientes con todos los modelos en EMAN hasta obtener volúmenes similares a baja
resolución en todos los casos. El volumen más estable se sometió a una clasificación ML3D
para separar posibles estados conformacionales diferentes presentes en los complejos. El volu-
men seleccionado de la clasificación 3D se empleó como referencia para un nuevo refinamiento
utilizando el paquete de programas EMAN y Projection Matching de XMIPP. La resolución
final fue obtenida fue de 21
◦
Aempleando el criterio 0.5 FSC o 19
◦
Aempleando 0.3 FSC.
El modelo 3D de Hsp90:Hop muestra unas dimensiones 150x120x100
◦
A(Figura 4.9 A) en
donde se puede identificar en su vista posterior una similitud con la estructura del dímero de
Hsp90 en conformación semicerrada previamente caracterizada en el Apartado ?? y una masa
protuberante en la vista frontal, situada predominantemente de manera asimétrica sobre uno
de sus brazos, que podría corresponder a Hop (Figura 4.9 B). A pesar de la forma asimétrica
del modelo obtenido, es posible realizar el ajuste de la estructura atómica de Hsp90 en la
zona posterior del modelo, acomodándose adecuadamente con sus dominios C-terminales en
la parte inferior del complejo.
4.5. CARACTERIZACIÓN ESTRUCTURAL DEL COMPLEJO HSP90:HOP 59
Figura 4.9: Reconstrucción 3D del complejo Hsp90:Hop de origen humano. A) Vistas características
(frontal, lateral 1, trasera y lateral 2) del complejo Hsp90:Hop y en la parte inferior, se representan las mismas
orientaciones procedentes de una clasificación libre de referencia (LR) y de las proyecciones (P) y medias (M)
obtenidas en la última ronda del proceso de refinamiento de la reconstrucción. B Ajuste de la estructura de
Hsp90·ADP (2IOP) en el modelo 3D. La zona más oscura corresponde a la densidad no ocupada por Hsp90 y
en consecuencia, atribuíble a Hop.
4.5.3. Localización de los dominios de Hop en el complejo Hsp90:Hop
Se ha descrito en diversos estudios que el lugar principal de unión entre Hop y Hsp90
se produce a través del dominio TPR2A de Hop y el motivo MEEVD C-terminal de Hsp90
respectivamente. Sin embargo se han caracterizado a su vez interacciones secundarias a través
del dominio TPR2B y la región MD de Hsp90 (Brinker y cols., 2002; Liu y cols., 1999; Young
y cols., 1998). Debido a la limitada resolución de nuestra reconstrucción 3D, no es posible
determinar la localización exacta de los dominios de Hop, por ello se decidió realizar la inmu-
nomicroscopía del complejo con anticuerpos contra el dominio DP2 de Hop y la reconstrucción
3D de complejos con la región TPR1-DP1 de Hop eliminada.
El complejo formado por Hsp90:Hop y el anticuerpo monoclonal contra el dominio DP2 de
Hop, se aisló mediante GraFix y se analizó mediante ME de tinción negativa (Figura 4.10 A
y B). Las 13.259 partículas seleccionadas se sometieron a un análisis bidimensional mediante
el sistema de clasificación Kerdensom que permitió separar las partículas unidas al anticuerpo
de aquellas que no lo poseían. La comparación a nivel 2D entre la imagen media obtenida a
correspondientes a la vista posterior del inmunocomplejo con respecto a la misma vista en el
complejo Hsp90:Hop, muestra claramente la existencia de una masa protuberante atribuíble al
anticuerpo. Una vez realizada la reconstrucción 3D del inmunocomplejo, el volumen obtenido
se superpuso sobre el volumen del complejo binario permitiendo localizar de manera más
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Figura 4.10: Purificación, análisis bidimensional y reconstrucción 3D del complejo
Hsp90:Hop:Ac(DP2). A) Purificación del complejo mediante GraFix. Se representan dos geles SDS-PAGE,
arriba el correspondiente al gradiente sin glutaraldehido y abajo con glutaraldehido. El asterisco muestra la
fracción elegida (a una altura superior a los 250 kDa) para la caracterización estructural del complejo.B) Com-
paración de la vista trasera del modelo Hsp90:Hop (en verde) acompañada de la misma vista generada mediante
Kerdensom. A la derecha se muestra la comparación del mismo análisis en el complejo Hsp90:Hop:Ac(DP2) que
muestra una protuberancia (señalada con una flecha) correspodiente al anticuerpo contra el DP2. C) Super-
posición del modelo 3D Hsp90:Hop (en verde) con la reconstrucción Hsp90:Hop:Ac(DP2) (en gris) en sus vistas
características. El asterisco rosa indica el sitio que ocupa DP2 señalado por el anticuerpo. Abajo se muestra las
mismas vistas con el ajuste de las estructuras atómicas de DP2 (en rosa) (PDB:2LLW) y las cadenas ligeras
(en naranja) y pesada (en granate) (PDB:1KN2, 3I75, respectivamente) de un anticuerpo genérico.
precisa el dominio DP2 de Hop dentro del complejo (Figura 4.10 c)).
La reconstrucción 3D del complejo entre Hsp90 y el mutante de delección de Hop (∆HopTPR1−DP1),
previamente formado y aislado mediante cromatografía de exclusión molecular, (Figura 4.11
A) muestra unas dimensiones y forma muy similares al complejo con Hop silvestre excepto
por la ausencia de masa en la región frontal que podría atribuirse a la ausencia del módulo
TPR1-DP1 (Figura 4.11 B)
Estos resultados permitieron ajustar cada uno de los dominios de ambas proteínas en la
densidad electrónica del volúmen Hsp90:Hop (Figura 4.12). Todas las estructuras se aco-
modaron perfectamente dentro de la densidad del modelo, que mostró una disposición de los
dominios de Hop en sentido antihorario sobre predominantemente uno de los dos monómeros
de Hsp90.
En el capítulo de Discusión se profundizará en más aspectos de las interacciones entre estas
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Figura 4.11: Purificación y reconstrucción 3D del complejo Hsp90:∆Hop. A) Se muestra el perfil
de elución del complejo en una columna Superdex 200 en condiciones óptimas (postincubación con molibdato
y tratamiento con molibdato y glutaraldehido al concluir la cromatografía). El gel SDS-PAGE de la parte
superior, muestra las fracciones eluídas de la cromatografía sin glutaraldehido y el inferior, las fijadas con
glutaraldehido. En los recuadros están las fracciones con el complejo y las barras azul y verde muestran la
elución de los controles;Hsp90 y ∆Hop, respectivamente. El asterisco muestra la fracción elegida para realizar
el estudio estructural. b) 1: Vistas características de la reconstrucción 3D del complejo Hsp90:∆Hop. La flecha
señala los lugares de ausencia de masa con respecto al complejo Hsp90:Hop representado en 2 con sus mismas
vistas. 3: Superposición del complejo Hsp90:∆Hop (en gris) y el complejo Hsp90:Hop (malla). Se muestran las
vistas laterales donde se visualiza con facilidad el ajuste de los dominios de Hop TPR1 y DP1 (PDB: 1ELLW
y 2LLV, respectivamente) en las regiones donde existe una diferencia de masa entre ambos volúmenes.
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Figura 4.12: Localización de los dominios de Hsp90 y Hop en la reconstrucción 3D del complejo.
Se muestran las distintas vistas del volumen 3D de Hsp90:Hop y el ajuste de todos los dominios de Hsp90·ADP
(PDB:2IOP) y Hop (PDB:1ELW (TPR1), 2LLV (DP1), 3UQ3 (TPR2A-TPR2B), 2LLW (DP2) ). El ajuste de
Hsp90 se realiza en la parte posterior del complejo con los C-terminales situados en la parte inferior del modelo y
situado en la zona frontal se encuentra Hop, con sus dominios en una disposición antihoraria predominantemente
sobre uno de los brazos de Hsp90.
proteínas, de acuerdo con los datos obtenidos y su implicación funcional.
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4.5.4. Comparación estructural entre los complejos Hsp90:Hop de origen
humano y de S. cerevisiae
Con el objeto de validar los resultados estructurales obtenidos para el complejo Hsp90:Hop
anteriormente descrito, decidimos realizar un estudio similar del mismo complejo proveniente
de otro organismo eucariota, en concreto de S. cerevisiae. La formación del complejo se realizó
en las mismas condiciones que el complejo de humanos, a 28oC e incluyendo la postincubación
con molibdato. La purificación se realizó en GraFix mostrando un comportamiento similar en
esta técnica (Figura 4.13). Debido a la homología que poseen las proteínas entre humanos y
levaduras, no se creyó necesario realizar los controles de movilidad de las proteínas de forma
individual tomando como referencia los datos de humanos.
Figura 4.13: Purificación del complejo Hsp90:Hop de S.cerevisiae Purificación mediante GraFix. Se
representan dos geles SDS-PAGE, a la izquierda el correspondiente al gradiente control sin glutaraldehido y a
la derecha, con agente fijador. El asterisco muestra la fracción elegida (con una banda en torno a los 250 kDa)
para realizar el análisis estructural.
Los complejos purificados fueron analizados mediante ME con tinción negativa. Se selec-
cionaron manualmente 18.738 partículas, a partir de las cuales se obtuvo la reconstrucción 3D
del complejo siguiendo los mismos procedimientos descritos que en los complejos anteriores.
El modelo obtenido a 21
◦
Ade resolución (FSC 0.5) presenta unas dimensiones y forma gener-
al análogas al anterior lo que nos permitió realizar directamente el ajuste de las estructuras
atómicas de los diferentes dominios de Hop y Hsp90 en la misma disposición que en el complejo
previo (Figura 4.14).
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Figura 4.14: Comparación del modelo 3D de Hsp90:Hop procedente de humanos y levaduras. A)
Se muestran las vistas características del complejo de origen humano comparadas en B) con las mismas del
mismo complejo de S. cerevisiae acompañadas en la parte inferior de las mismas orientaciones procedentes de
una clasificación libre de referencia (LR) y de las proyecciones (P) y medias (M) obtenidas en la última ronda
del proceso de refinamiento de la reconstrucción. C Ajuste de las estructuras atómicas de todos los dominios
de Hsp90 y Hop en el volmen 3D del complejo de levaduras.
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4.6. Caracterización estructural del complejo Hsp90:Hop:Hsp70
4.6.1. Ensayos de interacción y purificación del complejo ternario
Dada la bibliografía referente a la mediación de Hop en el proceso de transferencia de
sustratos entre Hsp70 y Hsp90, nos propusimos establecer las condiciones de formación del
complejo Hsp90:Hop:Hsp70 y su caracterización estructural.
La formación del complejo ternario se relizó de forma paralela a los primeros experimentos
con el complejo Hsp90:Hop de humanos y del mismo modo la técnica de GraFix fue la que
proporcionó los mejores resultados en el aislamiento del complejo. Los análisis electroforéticos
de GraFix (Figura 4.15 A) en las fracciones con glutaraldehido muestran la formación de una
banda de tamaño en torno a los 300 kDa que se diferencia con mayor migración respecto. La
presencia de las tres proteínas en la misma fracción en el gradiente control sin glutaraldehido
indicaba por tanto la formación del complejo ternario.
Figura 4.15: Purificación del complejo Hsp90:Hop:Hsp70. A) Purificación del complejo ternario me-
diante GraFix sin la adición de molibdato. Se representan dos geles SDS-PAGE, arriba el correspondiente al
gradiente control sin glutaraldehido y debajo, con agente fijador. El asterisco muestra la fracción elegida (con
una banda superior a los 250 kDa kDa) para realizar el estudio estructural. Se muestra también el control de
migración de Hsp70 en las mismas condiciones (controles de Hsp90 y Hop mostrados en la Figura 4.8. B) Op-
timización de la purificación en presencia de Hsp40, con tratamiento postincubación de molibdato y posterior
adición de molibdato y glutaraldehido al concluir la cromatografía. Es importante destacar las diferencias en la
formación del complejo ternario frente al binario cuando se adiciona molibdato al concluir la cromatografía. El
asterisco muestra la fracción elegida (con una banda superior a los 250 kDa) para realizar el análisis estructural.
De la misma manera que el complejo binario, también se observaron diferencias en la
homogeneidad entre las muestras en presencia y ausencia de agente fijador, siendo más elevada
en el caso de las muestras fijadas.
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Basándonos en la bibliografía y en los resultados previos de formación del complejo bi-
nario, decidimos no solo incorporar la estabilización con molibdato al finalizar la incubación,
sino también añadir la cochaperona Hsp40 en cantidades subestequiométricas, puesto que
se ha descrito que aumenta la incorporación de Hsp70 en el complejo (Hernandez y cols.,
2002a). Los resultados, en efecto, muestran una formación más eficiente del complejo Figura
4.15 b)). Estos resultados de formación óptima (con molibdato y Hsp40) y aislamiento del
complejo (mediante GraFix), utilizaron en la formación de los complejos que de describirán
posteriormente.
4.6.2. Reconstrucción tridimensional del complejo ternario
A partir de las muestras del complejo ternario purificadas mediante GraFix, se tomaron
imágenes de ME con tinción negativa sobre las cuales se realizó la selección manual de 41,393.
El procesamiento bidimensional se realizó siguiendo la misma metodología que en el complejo
binario. Las clasificaciones ML2D y CL2D mostraron unas imágenes medias de dimensiones y
formas prácticamente idénticas a los complejos binarios (Figura 4.16). El procesamiento 3D
se abordó de forma similar al complejo binario observándose volúmenes consistentes a partir
de los diferentes modelos iniciales. No obstante, éstos mostraban una gran similitud con el
modelo del complejo binario y no se apreciaba una masa adicional que pudiera corresponderse
con Hsp70. Este hecho nos llevó a considerar la existencia de una población de complejos
binarios, indistinguibles a simple vista de los ternarios. Para solventar esta heterogeneidad,
se realizaron varios ciclos de clasificaciones ML3D hasta que se consiguió separar de forma
exitosa las partículas correspondientes al complejo ternario. El volumen obtenido se empleó
para un posterior refinamiento mediante EMAN y projection Matching, empleando para ello
todas las partículas inglobadas en esa clase. La resolución final del modelo fue de 22
◦
A(FSC
0.5).
Las dimensiones del modelo del complejo Hsp90:Hop:Hsp70 reconstruído muestran una ar-
quitectura y dimensiones similares al complejo Hsp90:Hop a excepción de una masa adicional
protuberante claramente distinguible en las vistas frontal y posterior que podría correspon-
derse con alguno de los dominios de Hsp70 (Figura 4.16). El ajuste de la estructura de Hsp90
en la zona más alargada y simétrica de la parte posterior del modelo, permite asignar nueva-
mente la masa correspondiente al dímero de Hsp90 en un estado semicerrado concordante con
la conformació de la chaperona en estado ADP.
Cabe destacar, que en las micrografías iniciales se detectó también una población mi-
noritaria de partículas (15% aproximadamente) aparentemente de mayor tamaño y de forma
alargada (Figura 4.17 A). Estas partículas fueron seleccionadas y procesadas de manera in-
dependiente a las primeras. El análisis bidimensional muestra claramente las diferencias entre
ambas poblaciones (Figura 4.17 B), sin embargo no se abordó su análisis 3D debido a la
dificultad para diferenciar las dos poblaciones en determinadas orientaciones. La bibliografía
previa ha sugerido que el complejo ternario puede presentar dos conformaciones fisiológica-
mente relevantes: una compacta y otra extendida dependiendo de que la interacción entre
Hsp70 y Hop se produzca a través del dominio TPR2B y TPR1 respectivamente (Schmid y
cols., 2012). Debido a que no se pudo caracterizar el estado extendido en el complejo ternario
silvestre, se planteó la posibilidad de realizar un complejo ternario que incorporase una mu-
tación en el sitio TPR2B que inhibiese su interacción con Hsp70 en dicho sitio de tal manera
que la única forma posible de interacción entre ambas proteínas fuese mediante el TPR1 de
Hop con el SBD de Hsp70, dando lugar a un complejo extendido.
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Figura 4.16: Reconstrucción 3D del complejo humano Hsp90:Hop:Hsp70. A) Vistas características
(frontal, lateral 1, trasera y lateral 2) del complejo Hsp90:Hop:Hsp70 y en la parte inferior, se representan
las mismas orientaciones procedentes de una clasificación libre de referencia (LR) y de las proyecciones (P) y
medias (M) obtenidas en la última ronda del proceso de refinamiento de la reconstrucción. B) Ajuste de la
estructura de Hsp90·ADP (PDB:2IOP) en el modelo 3D. La zona más oscura frontal y lateral, corresponde a
la densidad no ocupada por Hsp90 y en consecuencia, asignada a Hop y Hsp70.
Mediante la formación del complejo entre yHsp70, yHsp90 y yHopR469A (HopR469A) en
presencia de yHsp40, molibdato y glutaraldehido mediante GraFix se observó claramente el
aislamiento de un complejo ternario con formas alargadas (Figura 4.18 A)
La reconstrucción 3D mostró una estructura alargada en donde se conserva el cuerpo de
Hsp90 con respecto al complejo binario, pero que despliega una extensión correspondiente con
Hsp70 anclada a Hsp90 a través del dominio TPR1 de Hop (Figura 4.18 B).
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Figura 4.17: Visualización y análisis bidimensional del complejo Hsp90:Hop:Hsp70 en conforma-
ción extendida. A) La imágen muestra un campo de ME de tinción negativa del complejo Hsp90:Hop:Hsp70.
En verde se puede observar formas más compactas de este complejo mientras que en rojo, formas más exten-
didas. A la derecha se muestra una pequeña galería de imágenes de partículas individuales de cada una de las
poblaciones. B) Clasificación 2D de las conformaciones compactas y extendidas.
4.6.3. Localización de Hop y Hsp70 mediante inmunomicroscopía
Para localizar el resto de componentes del complejo ternario decidimos realizar inmu-
nomicroscopía empleando dos anticuerpos específicos frente a los dos dominios principales de
Hsp70.
En primer lugar se formó el complejo ternario (en condiciones óptimas anteriormente de-
scritas) con el anticuerpo monoclonal que reconoce el dominio NBD de Hsp70 (Hsp70(NBD)),
se aisló mediante GraFix y se analizó mediante ME (Figura 4.19 A). La clasificación bidi-
mensional mediante ML2D y CL2D de las partículas seleccionadas manualmente de las micro-
grafías (17.537), nos permitió seleccionar la orientación en la cual la presencia del anticuerpo
era más notoria. Esta clase se sometió a un nuevo análisis bidimensional mediante Kerdensom
para descartar aquellas partículas que no contienen anticuerpo, obteniéndose así una imágen
media final a partir de 680 partículas. La comparación de esta imágen 2D con la misma vista
del complejo ternario (Figura 4.19 B) procedente del mismo tipo de clasificación, revela la
existencia de una masa protuberante correspondiente al anticuerpo. A partir de las imágenes
seleccionadas se realizó también una reconstrucción 3D que se superpuso sobre el volumen
del completo ternario, localizándose así Hsp70(NBD) posicionado lateralmente en el complejo
(Figura 4.19), y en íntimo contacto con Hsp90, aunque si bien análisis previos confirmaron
la ausencia de interacción entre estas dos chaperonas por si mismas.
De la misma manera se decidió localizar la posición del dominio SBD de Hsp70 (Hsp70(SBD)),
siguiendo para ello una estrategia ligeramente diferente. Dada la flexibilidad de Hsp70(SBD)
y del lazo de unión con Hsp70(NBD), (Chou y cols., 2003; D’Silva y cols., 2005), se decidió
emplear como elemento identificador, únicamente la cadena ligera antigénica (Fab, 50 kDa) ya
que permite una localización más precisa y minimiza la heterogeneidad. El complejo fue purifi-
cado mediante GraFix en condiciones óptimas de formación de estos complejos y fue analizada
mediante ME (Figura 4.20a)). Como en el caso anterior, tras la clasificación bidimensional
mediante Kerdensom del inmunocomplejo Hsp90:Hop:Hsp70:Fab(SBD) se obtuvo una imagen
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Figura 4.18: Purificación y reconstrucción del complejo Hsp90:HopR469A:Hsp70 de S. cereviseae
mediante GraFix y reconstrucción 3D. A) 1: Geles SDS-PAGE, arriba el correspondiente al gradiente
control sin glutaraldehido y debajo, con agente fijador. El asterisco muestra la fracción elegida (con una banda
superior a los 250 kDa kDa) para realizar la caracterización estructural. 2: Control de migración de Hsp40 en las
mismas condiciones (controles de Hsp90, Hop y Hsp70, mostrados en las Figuras 4.8. B) y 4.15.Reconstrucción
3D . Describir cuando esté hecho
70 CAPÍTULO 4. RESULTADOS
Figura 4.19: Purificación, análisis bidimensional y reconstrucción 3D del inmunocomplejo
Hsp90:Hop:Hsp70Ac(NBD). A) Purificación del inmunocomplejo mediante GraFix. Geles SDS-PAGE, arri-
ba el correspondiente al gradiente control sin glutaraldehido y abajo con agente fijador. El asterisco muestra
la fracción elegida (con una banda superior a los 250 kDa) para realizar la caracterización estructural. B)
Comparación de la vista lateral 1 del modelo Hsp90:Hop:Hsp70 (en morado) con la misma orientación generada
mediante Kerdensom y con la obtenida del inmunocomplejo con el mismo procesamiento. Enn el complejo
Hsp90:Hop:Hsp70:Ac(NBD) se señala una protuberancia (flecha) correspodiente al anticuerpo contra el NBD.
C) Ajuste de la reconstrucción 3D del complejo Hsp90:Hop:Hsp70 (en morado) con la del inmunocomplejo
Hsp90:Hop:Hsp70:Ac(NBD) (en gris) en sus vistas características. El asterisco rojo indica el sitio asignado a
Hsp70(NBD) reconocido por el anticuerpo. En la parte inferior se muestra la misma superposición encajando las
estructuras atómicas del NBD (en rojo) (PDB:1YUW) y las cadenas ligeras (en naranja) y pesada (en granate)
de un anticuerpo genérico (PDB:1KN2, 3I75)
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Figura 4.20: Purificación y análisis bidimensional del inmunocomplejo
Hsp90:Hop:Hsp70:Fab(SBD). A) Purificación mediante GraFix del inmunocomplejo. Geles SDS-PAGE,
a la izquierda el correspondiente al gradiente control sin glutaraldehido y a la derecha, con glutaraldehido.
El asterisco muestra la fracción elegida (con una banda superior a los 250 kDa) para realizar el análisis
estructural. B Comparación de la vista lateral 1 de la reconstrucción 3D del complejo Hsp90:Hop:Hsp70
(en morado) con la misma orientación generada mediante Kerdensom y con la obtenida del inmunocomplejo
con el mismo procesamiento. En el complejo Hsp90:Hop:Hsp70:Ac(SBD) se señala una protuberancia (flecha)
correspodiente al Fab reactivo frente a Hsp70(SBD).
media final a partir de 1058 partículas, que muestra claramente la presencia de una masa pro-
tuberante correspondiente al Fab al compararlo con la imágen del complejo ternario (Figura
4.20 B). Las partículas seleccionadas fueron utilizadas para generar una reconstrucción 3D
a una resolución de 20
◦
A(FSC 0.5) de dimensiones similares al complejo ternario y con la
presencia de una densidad extra en la parte frontal del modelo (Figura 4.21 A y B) . La
estructura cristalográfica de un Fab genérico (PDB:1YEF) se acomoda perfectamente con esa
densidad y localiza la posición del dominio SBD (Figura 4.21 C). Además de la densidad
atribuída al Fab, se aprecian otras densidades que serán discutidas más adelante.
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Figura 4.21: Reconstrucción 3D del inmunocomplejo Hsp90:Hop:Hsp70:Fab(SBD). A) Vis-
tas características (frontal, lateral 1, trasera y lateral 2) del complejo Hsp90:Hop:Hsp70:Fab(SBD). B)
Ajuste de la reconstrucción 3D del complejo Hsp90:Hop:Hsp70 (en morado) con la del inmunocomplejo
Hsp90:Hop:Hsp70:Fab(SBD) (en gris). El asterisco verde indica el sitio que ocupa el Hsp70(SBD) (sitio so-
bre el que reacciona el Fab). La flecha roja indica una densidad extra que no se corresponde con el Fab que
no está presente tampoco en la reconstrucción 3D del Hsp90:Hop:Hsp70 y que se discutirá en el capítulo de
Discusión. C) Se muestra la misma superposición anterior ajustando las estructuras atómicas del Hsp70(SBDα)
y Hsp70(SBDβ) (en verde y amarillo respectivamente) (PDB:3DPO), y el Fab de un anticuerpo genérico en la
zona frontal (PDB:1YEF).
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Con todos los resultados obtenidos en este apartado así como los presentados en el capítulo
anterior, fue posible localizar cada uno de los dominios de las tres proteínas en la densidad
electrónica de la reconstrucción 3D del complejo Hsp90:Hop:Hsp70 (Figura 4.22). La posi-
ción de todas los elementos muestran al dímero de Hsp90 en estado semicerrado con una
disposición de los dominios de Hop de nuevo en sentido antihorario distinta a la del complejo
binario, aspecto que será discutido posteriormente. En el caso de la conformación compacta
del complejo, Hsp70 se situaría en una parte lateral en la que Hsp70(NBD) queda expuesto
mientras que el Hsp70(SBD) se encuentra internalizando. La limitada resolución del modelo
obtenido no nos permiten discernir si Hsp70(SBD) estará en contacto con el dominio TPR1 o
con el TPR2B de Hop, ambos potenciales sitios de interacción con Hsp70. En el caso de la
conformación alargada del complejo.....(cuando salgan los resultados)
Figura 4.22: Localización de los dominios de Hsp90, Hop y Hsp70 en la reconstrucción 3D del
complejos Hsp90:Hop:Hsp70 compacto y del extendido. A) Se muestran las distintas vistas del volumen
3D de Hsp90:Hop:Hsp70 y el ajuste de todos los dominios de Hsp90·ADP (PDB:2IOP), Hop (PDB:1ELW, 2LLV,
1ELR, 3UPV, 2LLW,3UQ3) y y Hsp70 (PDB:1YUW, 3DPO). El ajuste de Hsp90 se realiza de nuevo en la parte
posterior del complejo con los C-terminales situados en la parte inferior del modelo y situado en la zona frontal
se encuentra Hop, con sus dominios en una disposición antihoraria variando su posición hacia la zona frontal
del modelo con respecto al complejo binario. Hsp70(NBD) se sitúa en la zona lateral izquierda mientras que
Hsp70(SBD) está internalizado en la parte frontal del volumen. B) Igual representación que en el apartado A)
pero con la conformación extendida del complejo ternario. En este caso, los dominios de Hsp70 están colocados
con el sólo objetivo de rellenar la masa correspondiente a Hsp70.
En el capítulo de Discusión se profundizará en más aspectos de las interacciones entre estas
proteínas de acuerdo con los datos obtenidos y su implicación funcional.
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4.6.4. Comparación estructural de los complejos ternarios de origen hu-
mano y de Saccharomices cerevisiae
Al igual que en el complejo binario, se decidieron validar los resultados estructurales
obtenidos para el complejo Hsp90:Hop:Hsp70 con un estudio similar del mismo complejo
proveniente S. cerevisiae. La formación del complejo se realizó en las mismas condiciones que
el complejo de humanos, a 28oC e incluyendo la postincubación con molibdato y la presencia
de Ydj1 (Hsp40). La purificación se realizó en GraFix mostrando un comportamiento similar
en esta técnica (Figura 4.23). Al igual que en el caso anterior no se creyó necesario realizar
los controles de movilidad de las proteínas de forma individual y se tomó como referencia los
datos de humanos.
Los complejos purificados se analizaron mediante ME con tinción negativa. Se seleccionaron
manualmente 19.768 partículas, a partir de las cuales se generó la reconstrucción 3D del
complejo, siguiendo los mismos procedimientos descritos que en los complejos anteriores. El
modelo obtenido a 20
◦
Ade resolución (FSC 0.5) presenta unas dimensiones y forma generales
prácticamente idénticas a su homólogo humano lo que nos permitió realizar directamente el
ajuste de las estructuras atómicas de los diferentes dominios de Hop, Hsp90 y Hsp70, en la
misma disposición que en el complejo previo (Figura 4.24).
Figura 4.23: Purificación mediante GraFix del complejo Hsp90:Hop:Hsp70 de S.cerevisiae Purifi-
cación mediante GraFix. Geles SDS-PAGE, a la izquierda el correspondiente al gradiente control sin glutaralde-
hido y a la derecha, con glutaraldehido. El asterisco muestra la fracción elegida (con una banda en torno a los
250 kDa) para realizar la reconstrucción 3D del complejo.
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Figura 4.24: Comparación de la reconstrucción 3D del complejo Hsp90:Hop:Hsp70 procedente de
humanos y levaduras. A) Se muestran las vistas características del complejo de origen humano comparadas
en B) con las mismas del volúmen 3D del mismo complejo de S. cerevisiae acompañadas en la parte inferior
de las mismas orientaciones procedentes de una clasificación libre de referencia (LR) y de las proyecciones (P)
y medias (M) obtenidas en la última ronda del proceso de refinamiento de la reconstrucción. C) Ajuste de las
estructuras atómicas de todos los dominios de Hsp90, Hop y Hsp70 en el volmen 3D del complejo de levaduras
con una correspondencia casi idéntica con respecto al modelo de origen humano.
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4.7. Caracterización estructural del complejo Hsp90:LBD
Como se adelantó en la Introducción, GR es una proteína que requiere la interacción con
la maquinaria Hsp70/Hsp90 para inducir un cambio conformacional que permita acceder al
glucocorticoide a su bolsillo de unión situado en el dominio LBD (Bledsoe y cols., 2004; Heitzer
y cols., 2007; Zhou y Cidlowski, 2005). Dado que la interacción que realiza este receptor con
la maquinaria Hsp70/Hsp90 es únicamente a través del LBD, sólo se trabajó con esa región
(Pratt y Toft, 1997; Scherrer y cols., 1990).
4.7.1. Purificación del complejo Hsp90:LBD
El fragmento LBD purificado nos lo proporcionó nuestro colaborador J. Buchner (Unidad
Técnica de Munich). Basándonos la información disponible bibliográfica (Pratt y Toft, 1997;
Scherrer y cols., 1990; ?) y en los experimentos realizados en esta tesis, se decidió intentar
generar el complejo Hsp90:LBD de S.cerevisiae mediante la incubación de las dos proteínas
en presencia de AMP·PNP y molibdato en el tampón de incubación y su aislamiento medi-
ante GraFix. Los resultados obtenidos muestran en los geles SDS-PAGE de las muestras con
glutaraldehido una banda en torno a los 250 kDa que coincide con las fracciones de los geles
sin glutaraldehido en donde están presentes Hsp90 y LBD. Se realizó también un control de
migración de LBD de manera individual (Figura 4.25 a)). Como en anteriores ocasiones,
se decidió también realizar un análisis bidimensional del complejo y compararlo con la mis-
ma vista de Hsp90 (Figura 4.25 b)) observándose la presencia de una masa adicional a la
chaperona y que se corresponde con el LBD.
Figura 4.25: Purificación y análisis bidimensional del complejo Hsp90:LBD. A) Purificación mediante
GraFix. Geles SDS-PAGE, arriba el correspondiente al gradiente control sin glutaraldehido y abajo, con agente
fijador. El asterisco muestra la fracción elegida (con una banda en torno a los 250 kDa) para realizar el análisis
estructural. B) Control de migración del LBD en las mismas condiciones que el complejo Hsp90:LBD.C)
Imagen media procedente de una clasificación CL2D de la vista frontal de Hsp90·ADP correspondiente al
análisis estructural de la chaperona. A la derecha se muestra la misma vista procedente del mismo análisis en
el complejo Hsp90:LBD mostrando una protuberancia (flecha) correspodiente al sustrato.
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4.7.2. Reconstrucción tridimensional del complejo y localización de Hsp90
y LBD
A partir de las muestras purificadas del complejo Hsp90:LBD , se tomaron imágenes de
ME con tinción negativa sobre las cuales se realizó la selección manual de 20,016 partícu-
las. El procesamiento bidimensional se realizó siguiendo la misma metodología empleada en
otras ocasiones. Las clasificaciones ML2D y CL2D mostraron unas imágenes medias de formas
alargadas similares a las obtenidas en el procesamiento de Hsp90 pero con una masa extra
asignable al LBD (Figura 4.25 C)). El procesamiento 3D mostró una gran consistencia entre
los volúmenes obtenidos a partir de diferentes modelos iniciales y aunque se realizó como en
anteriores complejos una clasificación ML3D, ésta no mostró diferencias significativas entre los
volúmenes generados. El volumen más consistente obtenido en el ML3D fue empleado para un
posterior refinamiento mediante Projection Matching empleando para ello todas las partículas
seleccionadas. La resolución final del modelo fue de 20
◦
A(FSC 0.5).
Las dimensiones del modelo del complejo Hsp90:LBD muestran una estructura y dimen-
siones similares al complejo Hsp90:Hop a excepción de una masa adicional protuberante en su
zona frontal que se ajusta claramente con la estructura atómica del LBD (Figura 4.26). Una
vez más, puede localizarse sin problema la posición de dímero de Hsp90 en la zona posterior
del complejo, pero esta vez en una posición ligeramente diferente con respecto a todos los
complejos anteriores. A pesar de que sigue estando en una conformación semicerrada, los bra-
zos de la chaperona no están tan cercanos entre ellos y los dominios NTD poseen una menor
superficie de contacto entre ellos.
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Figura 4.26: Reconstrucción 3D y localización de Hsp90 y LBD en el complejo Hsp90:LBD. A)
Vistas características del complejo Hsp90:LBD acompañadas en la parte inferior de las mismas orientaciones
procedentes de una clasificación libre de referencia (LR) y de las proyecciones (P) y medias (M) obtenidas
en la última ronda del proceso de refinamiento de la reconstrucción. B) Ajuste de la estructura de Hsp90
(PDB:2CGE ligeramente modificada) en el modelo 3D basándonos en la vista posterior del modelo. La zona
coloreada en rosa corresponde a la densidad no ocupada por Hsp90 y en consecuencia, atribuíble al LBD. C)
Ajuste de las estructuras atómicas de Hsp90 (PDB:2IOP) y LBD (PDB:1M2Z) en el modelo 3D generado.
Capítulo 5
Discusion
La principal limitación histórica para los estudios estructurales en los sistemas en donde
está presente la chaperona Hsp90, radica en su gran flexibilidad conformacional y en el carácter
dinámico que poseen los heterocomplejos que forma con otras chaperonas y/o sustratos. Un
gran número de estudios bioquímicos y genéticos han permitido entender en gran medida, los
mecanismos funcionales de esta chaperona y su colaboración con Hsp70 (Li y cols., 2011; Pratt
y Toft, 2003; Wegele y cols., 2004, 2006). A pesar de las estructuras atómicas, de Hsp90 en
diversos estados conformacionales así como en complejo con varios cofactores y/o sustratos
que se han resuelto hasta la fecha, no se ha llegado a comprender en su totalidad el complejo
funcionamiento de esta proteína (Jackson, 2012). Debido al amplio abanico de sustratos sobre
los que actúa Hsp90 conjuntamente con Hsp70, muchos de ellos implicados en multitud de
rutas celulares en condiciones fisiológicas normales y patológicas, es especialmente relevante
esclarecer a nivel estructural los mecanismos de funcionamiento de esta maquinaria, para
originar futuras aplicaciones terapéuticas complementarias a las ya actuales (Jhaveri y cols.,
2012).
La maquinaria completa de plegamiento Hsp70/Hsp90 presentada en la Introducción, tran-
scurre a través de diversas etapas reflejadas por la formación de múltiples heterocomplejos,
desde que Hsp70 interacciona con el sustrato, en nuestro caso el GR, hasta que es transferido
y activado por Hsp90. Nuestro objetivo general ha sido el aislamiento y caracterización es-
tructural, mediante ME, de algunos de los heterocomplejos de esta maquinaria, estableciendo
un modelo del mecanismo de transferencia y activación de sustratos a través de este sistema
de chaperonas.
Los ensayos bioquímicos del complejo binario entre Hsp90 y Hop (Hsp90:Hop), y entre
estas dos proteínas y Hsp70 (Hsp90:Hop:Hsp70) , ponen de manifiesto el comportamiento
dinámico de éstos, tal y como se ha descrito anteriormente (Dittmar y cols., 1997a; Freeman
y Yamamoto, 2002; Hernandez y cols., 2002a). A pesar de que ha sido posible la formación y
aislamiento de los complejos mediante métodos clásicos, la inestabilidad de las interacciones
entre sus distintos componentes, debida a la naturaleza transitoria de éstos, ha dificultado
su estudio mediante ME. De esta manera, se recurrió al empleo de métodos de estabilización
mediante la incorporación de glutaraldehido como agente fijador suave, que ha resultado en
un incremento en la homogeneidad de las muestras. Además, la adición de molibdato de
forma puntual al concluir la incubación, así como tras el aislamiento mediante cromatografía,
fue igualmente importante, tanto para inhibir la autoproteólisis de Hsp90 en el proceso de
formación de los complejos, como para estabilizar la conformación de los complejos y evitar
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su dinamismo. Se ha descrito en estudios previos, que la presencia de molibdato añadido en
momentos puntuales (previos a la incubación de Hsp90 con los sustratos) inhibe la función de
la chaperona, fijándola en una conformación tal, que incrementa y estabiliza la interacción con
el sustrato y protege a Hsp90 de su autoproteólisis en la región C-terminal (Hartson y cols.,
1999; Pratt y Toft, 1997). En nuestro caso, la adición de molibdato antes o al mismo tiempo
que la interacción con Hop, inhibía la formación del complejo, mientras que la adición posterior
a la incubación proporcionaba la estabilización esperada, lo que sugiere que la conformación
de Hsp90 unida a Hop es distinta a la de unión al sustrato. El mecanismo por el cual el
molibdato bloquea la actividad de Hsp90, no ha sido caracterizado completamente, pero se
ha sugerido que puede inducir un cambio conformacional en la chaperona. Para descartar la
posible influencia del molibdato en los modelos 3D de los complejos, realizamos también la
reconstrucción de éstos en ausencia del ión estabilizador y hemos obtenido en todos los casos
resultados similares a media/baja resolución.
5.1. Análisis del estado conformacional de Hsp90 en complejo
con la cochaperona Hop.
La reconstrucción 3D del complejo Hsp90:Hop de origen humano, ha permitido visualizar
por primera vez la interacción del dímero de Hsp90 en conformación semicerrada, similar a
la mostrada en estado ADP (Shiau y cols., 2006), interaccionando con un monómero de Hop.
Estos resultados junto con los estudios de AUC, confirman que el estado funcional de Hop es
monomérico y que interaccciona como tal con Hsp90. La molécula de Hop dispone sus cinco
dominios (TPR1, DP1, TPR2A, TPR2B y DP2) sobre una de las caras del dímero de Hsp90
pero lo hace de manera asimétrica, predominantemente a través de la interacción con uno
de los monómeros del dímero de Hsp90 (Figura 4.12), lo que concuerda con estudios que
muestran que la chaperona puede interaccionar simultáneamente a través del otro monómero
con otras cochaperonas (Rohl y cols., 2013; Schmid y cols., 2012). Así mismo, el modelo 3D del
complejo permite sugerir que a pesar de que la interacción principal entre ambas chaperonas
sucede entre el extremo C-terminal de Hsp90 y el dominio TPR2A de Hop, existen más sitios
de interacción complementarios a éste entre la región MD/NTD de Hsp90 y los dominios
TPR2B y DP2.
De forma simultánea a estos estudios, el grupo de D. Agard en California, publicó la estruc-
tura del complejo Hsp90:Hop a partir de estudios de criomicroscopía electrónica (Southworth
y Agard, 2011). El modelo 3D presentado en ese trabajo muestra diferencias sustanciales con
respecto a nuestra reconstrucción, principalmente en el grado de apertura de Hsp90, presenta-
da en un estado intermedio entre el apo/ADP y en la estequiometría del complejo que incluye
dos monómeros de Hop por dímero de Hsp90 (2:2) (Figura 5.1). Estas diferencias pueden
ser atribuídas a mutaciones realizadas en el sitio TPR2A de Hop para formar puentes S-S con
Hsp90 y así estabilizar su interacción. La estequiometría observada es contraria a los estu-
dios disponibles hasta el momento, que apoyan una relación 2:1 como la mostrada en nuestro
trabajo (Hernandez y cols., 2002a; Schmid y cols., 2012). Por el contrario, los complejos ex-
puestos en la presente tesis doctoral han sido obtenidos sin introducir modificaciones en las
proteínas y por ello posiblemente representen un estado conformacional más cercano al fisi-
ológico. Esta hipótesis se ve reforzada por la conformación observada de Hsp90 en un estado
ADP acorde a nuestras condiciones, frente a la conformación intermedia apo/ADP del modelo
publicado. Además, mientras que en los modelos que se muestran en este trabajo se puede
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Figura 5.1: Comparación del estado conformacional de Hsp90 en diversas estructuras 3D. Se
muestra la vista frontal y lateral 1 del complejo Hsp90:Hop (azul) obtenido por crioEM y publicado por
D.Agard (Southworth y Agard, 2011). Dentro del recuadro se muestran las reconstrucciones 3D obtenidas por
EM en tinción negativa en la presente tesis doctoral, correspondientes a Hsp90:Hop de orígen humano (verde)
y levadura (amarillo) así como de Hsp90 (gris). Debajo de cada modelo se muestran las mismas orientaciones
procedentes de una clasificación libre de referencia (LR) y de las proyecciones (P) y medias (M) obtenidas en la
última ronda del proceso de refinamiento de la reconstrucción. Las zonas más oscuras de las reconstrucciones
indican la posición de Hop y las más claras, la posición de Hsp90.
ajustar fácilmente las estructuras atómicas de todos los dominios de las proteínas implicadas,
el modelo publicado presenta una importante ausencia de masa. A pesar de la consistencia
de los resultados presentados, se decidió realizar comprobaciones adicionales para validar los
modelos presentados.
De esta manera, se decidió analizar si la conformación semicerrada de Hsp90 obtenida en
este trabajo, estaba inducida por la cochaperona Hop o es producto de las condiciones experi-
mentales empleadas. Los análisis 2D y 3D de Hsp90 en las mismas condiciones de purificación
que el complejo binario, muestran mayoritariamente conformaciones semicerradas del dímero
de la chaperona sin que se haya detectado la presencia de conformaciones más abiertas propias
de un estado apo o intermedias. La única pequeña flexibilidad observada se ha localizado en los
extremos N-terminales de Hsp90, tal como puede esperarse dada la flexibilidad intrínseca de
estos dominios. Como validación adicional se decidió realizar la reconstrucción 3D del mismo
complejo procedente de S. cerevisiae. Los resultados muestran un modelo similar en cuanto al
grado de apertura del dímero de Hsp90 (Figura 4.14), con diferencias en la posición de Hop,
a pesar de que la disposición de los dominios no varía con respecto al complejo de origen hu-
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mano. Estas diferencias entre los modelos pueden deberse al bajo grado de homología (3˜7%) de
homología entre Hop y yHop, que se traduce también en un comportamiento diferente de esta
proteína entre ambos organismos (Johnson y cols., 1998; Prodromou y cols., 1999a; Richter y
cols., 2003; Wegele y cols., 2003). Mientras que la Hop humana no posee ningún efecto sobre
el estado ATPasa de Hsp90, su homólogo en levaduras, yHop, posee un efecto inhibitorio ya
que bloquea su actividad. La principal diferencia entre los modelos 3D de ambos organismos
puede observarse en la vista lateral 2 (Figura 4.14), donde en el caso de levaduras uno de
los N-terminales de Hsp90 interacciona con el DP2 de yHop y no con el MD, lo que sugiere
un posible anclaje e impedimento de la dimerización completa de los N-terminales, necesaria
para la actividad ATPasa de Hsp90.
5.2. Plasticidad conformacional del foldosoma
Una vez determinada la estructura del complejo binario se decidió abordar la caracteri-
zación del complejo ternario Hsp90:Hop:Hsp70 o foldosoma, considerado como el núcleo central
y más importante en la maduración de múltiples sustratos, entre ellos el GR. Al igual que en
el del complejo binario, un perfil de migración inusual durante la separación cromatográfica,
nos previno sobre la posibilidad de encontrar estructuras muy compactas, y la inestabilidad
de las interacciones entre las tres proteínas, podían derivar en una marcada heterogeneidad
estructural observada por ME, que se solventó empleando la misma estrategia de estabilización
y fijación descrita anteriormente.
El análisis de los complejos ternarios mediante ME, muestra mayoritariamente estructuras
de un tamaño muy similar al complejo binario y prácticamente indistinguibles de éste,incluso
con un análisis posterior bidimensional. A su vez, también ha detectado una segunda población
minoritaria (1˜5% de las partículas analizadas) en una conformación aparentemente más ex-
tendida. Ambas conformaciones han sido descritas con anterioridad y se ha sugerido que
corresponden a dos posibles estados conformacionales y fisiológicamente relevantes en el foldo-
soma; uno extendido con una función de reclutamiento del sustrato presentado por Hsp70, y
otro compacto, de transeferencia del sustrato desde Hsp70 hacia Hsp90 (Schmid y cols., 2012).
El análisis del modelo 3D del complejo ternario obtenido a partir de la población mayori-
taria, muestra un alto grado de compactación, donde Hsp90 adopta una conformación similar
a la observada en el modelo Hsp90:Hop, lo que apoya una vez los resultados obtenidos (Figura
4.22). A pesar de que la presencia de Hsp70 se había observado bioquímicamente, la reducida
deferencia de tamaño entre los complejos binario y ternario, concentrada principalmente en
una protusión localizada cerca del extremo N-terminal de uno de los monómeros de Hsp90,
así como su elevada compactación, nos impidió en un principio localizar de manera precisa
los dominios de Hsp70 dentro de la estructura. Por ello se decidió confirmar la posición de
Hsp70(NBD) y Hsp70(SBD) mediante inmunomicroscopía. La localización final de cada uno de
los dominios estrucrurales de las tres proteínas, ha permitido establecer que a pesar de que
Hsp90 y Hsp70 no interaccionan por sí mismas, Hsp70 se encuentra en íntimo contacto con
Hsp90 a través de Hsp70(NBD), lo que sugiere que puedan establecerse interacciones entre
ambas chaperonas tras la mediación de Hop que estabilicen la formación de esta estructura en
detrimento de otras más extendidas. Complementariamente, la internalización de Hsp70(SBD)
en la parte frontal del modelo 3D y el cambio conformacional de Hop también dirigido hacia
esa zona del complejo favorecen también el estado conformacional compacto del foldosoma.
La comparación de este modelo con el obtenido a partir de muestras de S. cerevisiae,
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refuerza los resultados descritos y confirma el alto grado de similitud estructural y en conse-
cuencia, la existencia de un mecanismo funcional conservado entre ambos organismos y quizás
extensible al resto de los organismos eucariotas.
Las partículas con una conformación más grande y elongada observadas como una población
minoritaria en los análisis mediante ME, no permitieron en un principio abordar directamente
su reconstrucción 3D debido a principalmente tres factores: el minoritario número de éstas,
la imposibilidad de una identificación precisa de todas sus vistas y la heterogeneidad confor-
macional de esa estructura. Los modelos propuestos hasta la fecha, sugieren que el estado
compacto del complejo ternario, está estabilizado gracias a la interacción entre el dominio
TPR2B de Hop y el Hsp70(SBD), mientras que el estado extendido está favorecido por la
interacción del dominio TPR1 de Hop con Hsp70(SBD). Bajo estas premisas, se decidió blo-
quear la interacción entre el TPR2B y Hsp70(SBD), lo que debería favorecer la conformación
extendida del complejo. Así, se formaron los complejos ternarios con un mutante de Hop (Ho-
pR469A) que incorpora una variación en el dominio TPR2B, concretamente en su bolsillo
de unión al extremo C-terminal de Hsp70, que elimina la interacción entre ambos y fuerza a
Hsp70 a interaccionar únicamente con el dominio TPR1 de Hop. El análisis mediante ME de
estas muestras, confirma el cambio drástico en la población mayoritaria del complejo hacia
conformaciones alargadas aunque con cierta heterogeneidad conformacional. La conformación
del dímero de Hsp90 muestra de nuevo en este complejo una conformación semicerrada y la
disposición del denominado núcleo activo de Hop (TPR2B-TPR2B-DP2) permanece en una
posición similar al complejo Hsp90:Hop.Sin embargo, el módulo TPR1-DP1 se extiende ha-
cia zonas alejadas del cuerpo de Hsp90, gracias posiblemente al largo lazo flexbile que une
DP1 con TPR2A. El dominio TPR1 contactaría con la chaperona Hsp70, ahora alejada del
cuerpo de Hsp90. Los distintos grados de apertura observados en estos complejos, sugieren
la existencia de una aproximación progresiva de las dos chaperonas desde una conformación
totalmente extendida, hasta alcanzar la forma compacta. El mecanismo por el cual se inicia
este acercamiento entre ambas chaperonas no se conoce, pero parece lógico pensar que pueda
ser inducido por el sustrato y favorecido por la cochaperona Hop.
Para favorecer la formación de los complejos ternarios, se decidió incorporar cantidades
subestequiométricas de la cochaperona Hsp40, ya que estudios previos han mostrado que su
presencia favorece la incorporación de Hsp70 al complejo (Hernandez~Torres y cols., 2009).
Efectivamente, tras la adición de Hsp40 se observó una mayor integración de Hsp70, lo que
incrementa el porcentaje de complejo ternario en detrimento del binario. Sin embargo, los
análisis bioquímicos y estructurales abordados en esta tesis doctoral, demuestran que Hsp40
no es un componente integral del complejo, lo que indica que la función que ejerce debe
realizarse previamente a la formación del foldosoma. Hsp40 puede interaccionar con Hsp70 a
través de Hsp70(NBD), pero también a través de su segmento C-terminal en el mismo punto
en el que realiza la interacción Hop (Jiang y cols., 2007; Qian y cols., 2002; Suh y cols., 1998;
Suzuki y cols., 2008). Debido a esto, se sugiere que Hsp40 interacciona con Hsp70 y le ayude
a alcanzar una conformación favorable, quizás no solo dirigida a la unión estable del sustrato,
sino también hacia la interacción con el resto de componentes del foldosoma. La no intergración
de Hsp40 en el foldosoma podría deberse a la competencia de ambas cochaperonas (Hsp40 y
Hop) por la unión de Hsp70, lo que haría necesaria la salida de Hsp40 del sistema para la
progresión del ciclo.
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5.3. Mecanismo de transferencia de sustratos desde Hsp70 ha-
cia Hsp90
La comparación directa entre los modelos 3D obtenidos para el complejo binario (Hsp90:Hop)
y ternario (Hsp90:Hop:Hsp70), permite proponer un mecanismo mediante el cual esta maquinar-
ia de plegamiento realiza la la transferencia del sustrato desde Hsp70 hacia Hsp90. Al margen
de las particularidades propias de cada complejo, podemos analizar los cambios conforma-
cionales que experimentan cada una de las proteínas entre ambos estados.
A pesar de la flexibilidad intrínseca de Hsp90,cuando se compara su posición en los dos
complejos, no se observan importantes variaciones en su conformación y disposición. Los cam-
bios más drásticos son los experimentados por Hop, tal y como ha sido sugerido en diver-
sos estudios. Tomando como punto de referencia el foldosoma en conformación compacta, se
pueden observar observar desplazamientos en el módulo TPR2A-TPR2B, que se encuentra en
una posición externa en el complejo binario y desplazado hacia la zona central en el complejo
ternario (Figura 5.2 A) . A pesar de que la limitada resolución de los modelos 3D no nos
permite confirmar inequívocamente la interacción directa del dominio TPR2B con Hsp70(SBD)
en el complejo ternario, la estructura extendida en conformación extendida obtenida a par-
tir del mutante HopR469A que bloquea esta interacción, acompañada de la misma posición
externa de Hop con respecto al ternario, sugiere que la internalización del dominio TPR2B
está mediada por su interacción con Hsp70. Inicialmente podría parecer que el desplazamiento
observado en la posición de Hop, se limita a un movimiento de cuerpo rígido sobre la zona
frontal de los complejos, donde el dominio TPR2A unido al C-terminal de Hsp90, actuaría
como punto vasculante. Sin embargo, la posición relativa de los sitios de unión de los dominios
TPR2A y TPR2B, parece indicar que se trata de un cambio conformacional más complejo y
que conlleva una modificación en la orientación de ambos dominios. La disposición del módulo
TPR2A-TPR2B en la estructura atómica, muestra una orientación opuesta en los bolsillos
de unión de ambos dominios, forzada por la α-hélice que los conecta. Se ha descrito que la
interacción del TPR2A con el C-terminal de Hsp90, se realiza a través del bolsillo del primero,
mientras que la interacción con el TPR2B, es independiente de ese sitio. En el caso de Hsp70, la
interacción ha de realizarse en la cavidad del TPR2B. Todo ello parece sugerir que la α-hélice
conectora debe ser lo suficientemente flexible como para permitir el giro del dominio TPR2B,
desde una conformación cóncava y externa en el complejo binario, hasta una conformación
convexa e internalizada en el ternario (Figura 5.2 B y C). Esta reestructuración de Hop,
necesaria para estabilizar la conformación compacta, contribuiría además a la aproximación
entre ambas chaperonas, lo que permitiría la accesibilidad del sustrato atrapado en Hsp70 a
los sitios de unión en Hsp90 y su transferencia a éstos.
Además de los grandes cambios conformacionales descritos anteriormente, también pueden
observarse modificaciones en el módulo TPR1-DP1 que podrían tener implicaciones funcionales
a pesar de que la función de este módulo ha sido relegada históricamente a un papel auxil-
iar. A lo largo de los procesos de clasificación 2Dy 3D del complejo binario, se observa la
existencia de una región más variable que se corresponde con la posición asignada al módulo
TPR1-DP1, desde posiciones más alejadas del cuerpo de Hsp90, hasta las más internas ob-
servadas en el modelos 3D final y que puede ser importante para establecer una interacción
correcta con Hsp70 (Figura 5.3 A). Esta plasticidad del módulo TPR1-DP1 es extensiva al
complejo ternario, donde es más evidente debido a que la movilidad del módulo lleva consigo
el desplazamiento también de Hsp70.
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Figura 5.2: Movimiento del módulo TPR2A-TPR2B en el foldosoma para la transferencia de los
sustratos entre Hsp70 y Hsp90. A) En la parte superior se representa la superposición de los modelos
del complejo Hsp90:Hop:Hsp70 (morado) y Hsp90:Hop (verde) de origen humano tomando como referencia la
localización de Hsp90·ADP (PDB:2IOP) (en gris y filtrada a 50 A ).En la parte inferior, se muestra la misma
superposición realizando el ajuste de los dominios de Hop sobre los modelos binario, a la izquierda y en sólido,
y en el ternario, a la derecha y también en sólido. Se puede observar la reorganización que realiza Hop en su
paso del complejo binario al ternario. Las esferas que ocupan los bolsillos de unión en os dominios TPR2A y
TPR2B se corresponden con los péptidos C-terminales de Hsp90 (naranja) y Hsp70 (verde) respetivamente.B)
Representación del giro paulatino que realiza el dominio TPR2B de Hop desde su posición cóncava y externa
en el complejo binario hasta su posición convexa y central en el complejo binario
.
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Se puede observar otra variación adicional en este módulo al comparar los modelos del
complejo ternario y el mismo complejo unido al Fab de un anticuerpo que reconoce específica-
mente el dominio Hsp70(SBD). La densidad atribuída al Fab ocupa en el modelo una posición
similar a la que ocupa el TPR1-DP1 en ausencia del mismo, lo que sugiere una reacomodación
de los dominios de Hop y un desplazamiento de este módulo hacia la región lateral del com-
plejo (Figura 5.3 B). Este cambio conformacional podría parecer fortuíto o artefacutual,
sin embargo, dado que la zona de unión del Fab a Hsp70 está proxima al sitio de unión al
sustrato, el Fab podría actuar como pseudosustrato, emulando una situación fisiológica en la
cual Hsp70 estaría transfiriendo el sustrato a Hsp90.
Figura 5.3: Movimiento del módulo TPR1-DP1 en los complejos Hsp90:Hop y Hsp90:Hop:Hsp70.
A)Medias libres de referencia donde se representa de izquierda a derecha el desplazamiento paulatino del TPR1-
DP1 desde posiciones más alejadas del cuerpo de Hsp90 hasta las más cercanas. El conjunto de imágenes de la
izquierda representa los movimientos de este módulo en el complejo binario, que concluyen con el modelo 3D
obtenido. El conjunto de imágenes de la derecha representan el mismo tipo de movimiento del TPR1-DP1 en el
complejo ternario, comenzando con el modelo 3D en conformación extendida y conluyendo con la conformación
compacta. .B) De la misma manera que en la Figura 5.2, superposición de los modelos Hsp90:Hop:Hsp70 con
y sin Fab. A la izquierda se muestra la posición de los dominios de Hop ajustados en la masa del complejo sin
Fab (en morado y sólido). En la parte central se ajusta sobre el modelo con Fab (en azul y sólido), el módulo
TPR2A-TPR2B-DP2 de Hop y ocupando la posición donde anteriormente estaba el módulo TPR1-DP1, el
Fab. Finalmente a la derecha, se representa el el desplazamiento y ajuste del módulo TPR1-DP1 en el modelo
con Fab (azul y sólido) como consecuencia de la presencia del Fab
Debido a la coincidencia en la posición del Fab en el inmunocomplejo con la del TPR1-DP1
en el complejo ternario, se sugiere que el desplazamiento del TPR1-DP1 hacia zonas externas,
tendría como fin facilitar el acceso del sustrato al lugar de interacción con Hsp90. Además, en
este modelo, que se asemejaría más a las condiciones fisiológicas que el ternario compacto sin
sustrato, se puede deducir que la interacción de Hop con Hsp70(SBD) es realizada a través del
dominio TPR2B y no a través del TPR1.
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5.4. Interacción de Hsp90 con el sustrato
Como ya se describió con anterioridad, Hsp90 interacciona con una gran diversidad de
sustratos que pertenecen a un gran número de familias distintas y que presentan una gran
variedad estructural y funcional (Jakob y cols., 1995; Picard, 2002; Thomas y Baneyx, 2000).
Por ello y considerando los estudios bioquímicos y estructurales descritos hasta el momento,
se puede establecer que las interacciones entre esta chaperona y sus sustratos son específicas
de cada uno de ellos y no existe una única zona de unión como en el caso de Hsp70.
En el caso concreto del GR, existen estudios bioquímicos y genéticos, que sugieren diversos
sitios de interacción tanto en Hsp90 como en el receptor (Bledsoe y cols., 2004; Genest y
cols., 2013). La interacción principal del GR con Hsp90 se realiza a través de la región LBD
en diversos puntos a lo largo de este dominio. De la misma manera, no se ha determinado
concretamente si la interacción en Hsp90 se realiza a través de su segmento MD o CTD.
El modelo 3D del complejo Hsp90:LBD muestra por primera vez, la interacción entre estas
dos proteínas a nivel estructural. La densidad correspondiente asignada al LBD en el modelo,
se ajusta perfectamente con la estructura atómica de este dominio en su estado dimérico y las
zonas de interacción propuestas en estudios previos, se encuentran muy cercanas al cuerpo de
Hsp90, si bien la resolución obtenida no permite determinar con exactitud los residuos involu-
crados. En el caso de la región de interacción en Hsp90, parece surgir desde el segmento CTD,
aunque no se descartan interacciones adicionales en los primeros residuos del MD (Figura
5.4). Cabe también destacar la ligera variación en el grado de apertura de Hsp90 con respec-
to a todos los modelos 3D descritos para los complejos en ausencia de sustrato. Si bien este
complejo se ha formado en presencia de AMP·PNP , en análogo no hidrolizable del ATP, con
el fin de favorecer la interacción entre ambas proteínas, los cambios conformacionales obser-
vados en la chaperona deben responder en mayor medida una adaptación para interaccionar
adecuadamente con el sustrato que a la presencia del análogo nucleotídico ya que la conforma-
ción de Hsp90 no se corresponde estrictamente con la mostrada en la estructura atómica en
estado ADP ni en la de ATP. Es posible también hipotetizar que este cambio conformacional
resulte en una alteración de las interacciones de Hsp90 tanto con Hop como con Hsp70 que
desencadenen el desensamblaje de la maquinaria Hsp70/Hsp90.
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Figura 5.4: Interacción de Hsp90 con el LBD del GR. A) Vistas características del complejo Hsp90:LBD
y ajuste de las estructuras atómicas de Hsp90 (PDB:2CGE modificada)(marrón) y LBD (PDB:1M2Z)(naranja)
en el modelo. B) Con el mismo ajuste y vistas que en A. Se representan en turquesa los residuos de Hsp90
más cercanos al LBD y por tanto propuestos para su interacción. En amarillo se destacan los residuos del LBD
propuestos por estudios previos en su interacción con Hsp90 (Bledsoe y cols., 2004).
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5.5. Modelo del mecanismo de transferencia de sustratos de
la maquinaria Hsp70/Hsp90 a través de su cochaperona
Hop
La combinación de los estudios bioquímicos y estructurales abordados en esta tesis doc-
toral, conjuntamente con la bibliografía disponible hasta la fecha, ha permitido un mayor
entendimiento del proceso de maduración de sustratos mediado por la actuación coordinada
de las chaperonas Hsp70 y Hsp90. Utilizando ME se ha podido aislar y caracterizar distintas
etapas del proceso, que representan estados puntuales de un proceso global altamente dinámi-
co con un elevado número de conformaciones intermedias complementarias a las mostradas.
No obstante, todos los datos obtenidos, nos permiten etablecer un modelo general del proceso
de transferencia de sustratos entre las chaperonas Hsp70 y Hsp90 a través de Hop, con un
elevado grado de detalle (Figura 5.5).
El ciclo de plegamiento de la maquinaria, comenzaría con la interacción de Hsp70 con el
sustrato, en este caso del GR, que se encontraría inactivo. Hsp40 estabilizaría esta interac-
ción mediante el estímulo de la actividad ATPasa de Hsp70 hacia un estado ADP y además,
podría proporcionar a la chaperona una conformación adecuada para su posterior unión al
complejo Hsp90:Hop (Figura 5.5 A). Por otra parte, el complejo Hsp90:Hop estaría en un
estado ADP a la espera de la recepción del sustrato, presentado por Hsp70 (Figura 5.5 A)
El módulo TPR1-DP1 de Hop, se encontraría oscilando entre distintos grados de apertura a
la espera de interaccionar con Hsp70. En el momento que se produce esa interacción entre
el TPR1 y Hsp70(SBD), Hsp40 se disociaría del sistema, y los cambios conformacionales del
módulo TPR1-DP1 de Hop arrastraría a Hsp70 y al GR hacia el cuerpo de Hsp90 (Figura
5.5 B)). La estructura compacta resultante, proporcionaría un íntimo contacto entre todas las
proteínas integrantes, facilitando el proceso de transferencia del GR hacia Hsp90. El cambio
en la interacción de Hsp70(SBD) desde el TPR1 al TPR2B de Hop (Figura 5.5 C), estabi-
lizaría esta estructura. Este hecho, simultáneamente con el movimiento de retirada del módulo
TPR1-DP1 de la zona frontal hacia zonas externas, posibilitaría la liberación del GR desde
Hsp70 hacia la región CTD/MD de Hsp90 (Figura 5.5 D). Una vez transferido el sustrato,
los cambios conformacionales sufridos en Hsp90 debidos quizás a una combinación entre la
adaptación al GR, al estado nucleotídico y a la acción de otras cochaperonas como Aha1 o
p23, desecadenaría la escisión de Hsp70 y Hop del foldosoma (Figura 5.5 E). Hsp90 quedaría
en este momento en disposición para concluir la maduración del GR y continuar el ciclo.
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Figura 5.5: Modelo del mecanismo de transferencia de sustratos entre Hsp90 y Hsp70 a través
de Hop. A) La chaperona Hsp70 se uniría al GR en un estado ADP, ayudada por la cochaperona Hsp40.
El complejo preformado Hsp90:Hop se encontraría realizando movimientos en su módulo TPR1-DP1 para
favorecer la interacción con Hsp70, portador del sustrato. La estructura de este complejo está representada
por nuestro modelo del complejo Hsp90:Hop (en verde). B) Una vez el TPR1 interacciona con el SBD de
Hsp70, Hsp40 se disocia del sistema y se producen los movimientos del TPR1-DP1 de Hop con el fin de atraer
a Hsp70 con el sustrato unido hacia el cuerpo de Hsp90. Ese estado estaría descrito por nuestro modelo del
foldosoma extendido (en turquesa).C) Una vez Hsp70 está en contacto íntimo con Hsp90, el módulo TPR2A-
TPR2B de Hop se reestructuraría cambiando su posición hacia zonas frontales del complejo para favorecer la
interacción del dominio TPR2B con el SBD de Hsp70 y permitir en ese cambio, la transferencia del sustrato
hacia Hsp90 (modelo 3D en morado). D) Simultáneamente, el módulo TPR1-DP1 de Hop se retiraría hacia
zonas externas para favorecer la interacción del sustrato con Hsp90. E) Finalmente Hsp90 unida al sustrato, se
liberaría del sistema, posiblemente debido al cambio conformacional que experimenta tras la unión del sustrato,
la acción de otras cochaperonas y el cambio a un estado ATP. Este complejo representado por nuestro modelo
3D Hsp90:LBD(en marrón) , finalizaría la maduración del sustrato.
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1. Uno de los ciclos celulares de plegamiento de proteínas medidado por chaperonas, está
constituido por las chaperonas Hsp40, Hsp70 y Hsp90 y una serie de cochaperonas, entre las
que se incluye Hop. En este trabajo se ha determinado la estructura tridimensional, mediante
microscopía electrónica y procesamiento de imagen, de dos de los complejos involucrados en es-
ta red de plegamiento; el complejo binario Hsp90:Hop y el complejo ternario Hsp90:Hop:Hsp70.
La estequiometría del primer complejo es de 2:1, y la del segundo 2:1:1. La chaperona Hsp40,
presente en la formación del complejo ternario, interviene favoreciendo su formación, pero no
forma parte de su estructura final.
2. El dímero de Hsp90 se une a Hop, en presencia de ADP, en una conformación semicer-
rada similar a la observada en ausencia de la cochaperona. Esta conformación se conserva en
el complejo ternario y varía ligeramente cuando está en presencia de ATP (o análogo de ATP)
y unida al sustrato LBD (GR).
3. Distintos experimentos (inmunomarcajes, mutantes de eliminación, ..) han permitido
realizar un mapa de la localización de los distintos dominios de Hop, tanto en el comple-
jo Hsp90:Hop como en el Hsp90:Hop:Hsp70. En ambos complejos, los dominios de Hop se
disponen por una de las caras del dímero de Hsp90 y mayoritariamente alrededor de uno de
los monómeros, una disposición asimétrica que permite la interacción del otro monómero de
Hsp90, cochaperonas necesarias para el desarrollo del ciclo de plegamiento mediado por Hsp70
y Hsp90.
4. El complejo Hsp90:Hop:Hsp70 presenta, además de la conformación compacta mayori-
taria, una conformación minoritaria abierta, que se ha identificado como la que se produce
cuando el complejo Hsp90:Hop, a través del dominio TPR1 de Hop, reconoce y recluta a la
chaperona Hsp70 a través de su dominio Hsp70(SBD). En la conformación cerrada, compacta,
Hsp70 es atraído al complejo Hsp90:Hop y se une a él, probablemente a través de Hsp70(SBD)
y el dominio TPR2B de Hop.
5. La unión de Hsp70 al complejo Hsp90:Hop, produce un gran movimiento en los distin-
tos dominios de Hop. Los cambios que se producen en los dominios TPR1 y DP1 sirven para
atrapar a Hsp70 y al sustrato que lleva consigo y posteriormente anclar a Hsp70 sobre uno
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de los monómero de Hsp90 para acercar al sustrato a su lugar de unión. Los cambios que se
producen en los dominios TPR2A y TPR2B, sirven para facilitar la transferencia del sustrato
entre ambas chaperonas.
6. La reconstrucción tridimensional del complejo entre Hsp90 y un sustrato, el dominio
LBD de GR, muestra que éste se une al dominio C-terminal de la chaperona, en la misma
región donde se encuentra Hsp70(SBD) en el complejo ternario, lo que refuerza el mecanismo
de transferencia de sustratos que se sugiere tiene lugar entre Hsp70 y Hsp90.
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